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Préface

Le cortex cérébral est une structure agencée en six couches horizontales, contenant des
types cellulaires spécifiques, et cette organisation est hautement préservée chez les
mammiferes. Au cours de la formation du cerveau, les neurones au sein de chacune de ces
couches acquiérent une identité précise et forment des connexions locales et distales
appropriées, jouant un réle fondamental dans le développement et la maturation des
capacités cognitives et motrices. Ces processus développementaux sont finement controélés
par des morphogenes diffusibles ainsi que par des molécules de signalisation, telles que des
facteurs de transcription, intervenant dés les périodes embryonnaires précoces, qui
restreignent |'expansion des progéniteurs des neurones a des zones spécifiques du cortex.
En effet, une petite modification de leurs répartitions, ou du sens de leur gradient, suffit a
altérer I'organisation corticale. Des défauts dans ces divers mécanismes sont fréquemment
associés a des pathologies neurodéveloppementales comme les troubles du spectre
autistique (TSA), qui sont caractérisés par des déficits de communication et d’interactions
sociales, une restriction des champs d’intéréts et des comportements répétitifs (American
Psychiatric Association, 2013). Les TSA ont une composante génétique importante, qui
concerne en particulier des mutations/délétions affectant des facteurs important pour
I'identité et le positionnement des neurones corticaux en développement.

Récemment, des analyses spatiotemporelles du transcriptome du cerveau chez
I'Homme définissent TSHZ3, codant pour un facteur de transcription a doigt de zinc, comme
un gene central (hub-gene) parmi un module de géenes co-exprimés pendant les périodes
précoces du développement cortical (Kang et al., 2011). De plus, une étude d’association
pan-génomiques (genome-wide association study, GWAS), propose TSHZ3 comme un gene
de susceptibilité aux TSA parmi 860 candidats (Hussman et al., 2011). De récentes données
cliniques, issues d'une collaboration internationale impliquant les équipes de I'lBDM dans
lesquelles j'ai effectué ma these, font le lien entre une délétion hétérozygote de TSHZ3 et les
symptomes caractéristiques des TSA (Caubit et al.,, 2016). Chez 'Homme et la souris, ils
montrent que le facteur de transcription TSHZ3 est co-exprimé au cours du développement
avec différents marqueurs des couches corticales V et VI. D’autre part, la délétion de Tshz3
chez la souris affecte I'expression de ces marqueurs au cours du développement prénatal.

+/lacZ

Cette méme étude rapporte que des souris Tshz3 (hétérozygotes pour Tshz3) présentent

un dysfonctionnement de la circuiterie cortico-striée associé aux comportements clés des
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TSA (Caubit et al., 2016). En effet, de nombreuses études ont associé les TSA avec des
anomalies des réseaux cortico-corticaux et cortico-striés, mais aussi des structures sous-
corticales dont le striatum.

Le striatum est la structure d’entrée principale des ganglions de la base, un ensemble
de noyaux sous-corticaux impliqué dans les fonctions motrices, cognitives et limbiques
(Parent and Hazrati, 1995). Il est composé de différents types cellulaires : les neurones
épineux moyens (MSNs), qui représentent plus de 95% des neurones de cette structure, ainsi
gue des interneurones cholinergiques (CINs) et GABAergiques. Chez l'adulte, les MSNs
représentent la principale cible des afférences corticales excitatrices de la couche V, et ce,
depuis les phases tardives du développement prénatal. La synapse entre les neurones
pyramidaux (PNs) de la couche V et les MSNs, ou synapse cortico-striée, a été assez bien
caractérisée du point de vue fonctionnel par des approches d'électrophysiologie in vitro et in
vivo. En particulier, il a été montré qu'elle est capable d'exprimer les deux formes
"classiques" de plasticité synaptique a long terme, notamment la dépression et la
potentialisation (respectivement, LTD pour « long-term depression » et LTP pour « long-term
potentiation »). Le circuit cortico-strié a été impliqué dans les mécanismes d'apprentissage
moteur, de régulation motrice ainsi que dans des processus cognitifs et dans le maintien de
ces capacités, en conditions physiologiques mais aussi dans les altérations pathologiques de
ces fonctions (Calabresi et al., 2014).

Grace a l'utilisation de différents modeles murins, des changements de Ia
transmission synaptique entre les PNs et les MSNs ont été mis en évidence et associés aux
troubles caractéristiques des TSA (Shepherd, 2013). De facon intéressante, TSHZ3 est
fortement exprimé dans le cortex en développement et chez I'adulte, en particulier dans les
PNs de la couche V, qui forment les projections cortico-striées. En revanche leur cible
majeure, les MSNs du striatum, n’expriment pas TSHZ3 qui est cependant détecté dans des
interneurones.

Dans ce cadre théorique, mon travail de these s’inscrit dans un projet collaboratif
impliquant deux équipes de I'IBDM, mon équipe d’accueil et celle de Laurent Fasano, ainsi
gue le groupe de Pierre Roubertoux. Ce programme vise a approfondir le lien entre Tshz3 et
les TSA, par une approche multi-niveaux allant de la cellule au comportement. Ma

contribution a consisté en I'étude des conséquences fonctionnelles de la délétion de Tshz3
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au niveau de la circuiterie cortico-striée, chez la souris, en me focalisant sur les PNs de la
couche corticale V, les MSNs et les CINs du striatum. Pour cela j’ai utilisé des approches
d’électrophysiologie ex vivo (patch-clamp sur coupes de cerveau) et immunohistochimique,
sur plusieurs modeéles murins mis au point par I'équipe Fasano, permettant la délétion
conditionnelle du géne Tshz3 dans les neurones de projection a partir d’un age postnatal
(P2-3, souris Tshz3-pnCxKO) ou dans les neurones cholinergiques pendant le développement
(E11, souris Tshz3-ChATCre).

Dans la premiere partie de cette étude, j'ai réalisé des contréles de |'expression de
TSHZ3 dans les PNs pour valider le modele Tshz3-pnCxKO. J'ai ensuite évalué I'impact de la
délétion de Tshz3 sur les caractéristiques morphologiques et électrophysiologiques des PNs,
a savoir : leur nombre, leurs projections, leurs propriétés intrinséques passives (résistance
membranaire, potentiel de repos...) et actives (les différentes caractéristiques du potentiel
d’action), ainsi que leur excitabilité. J'ai également étudié les conséquences de la délétion de
Tshz3 sur les fonctions des PNs en tant qu’éléments postsynaptiques. J'ai ainsi mesuré la
transmission synaptique, la contribution des récepteurs NMDA et AMPA, la plasticité a court
terme et a long terme (LTD et LTP) au niveau cortical. De la méme maniére, j'ai étudié la
transmission synaptique cortico-striée, ou les PNs représentent |'élément présynaptique et
les MSNs I'élément postsynaptique.

Dans la deuxieme partie de I'étude j’ai identifié les CINs comme étant la seule
population de neurones striataux exprimant TSHZ3 et établi que les autres populations de
neurones cholinergiques de I'encéphale n’expriment pas de facon détectable ou en faible
proportion ce facteur de transcription. Chez les souris Tshz3-ChATCre, j'ai évalué les
conséquences de la délétion de Tshz3 sur les propriétés intrinséques et |'activité autonome
de décharge des CINs.

De facon intéressante, les souris Tshz3-pnCxKO et Tshz3-ChATCre présentent des

anomalies du comportement typiques des TSA.

Mon travail de thése a permis de confirmer I'existence d’un lien entre la perte de Tshz3 et
des perturbations de la circuiterie cortico-striée, elles-mémes associées aux déficits
définissant les TSA. Ce travail suggere également I'existence d’un réle essentiel de Tshz3

dans le développement postnatal et la fonction de la voie cortico-striée et des CINs.
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Ce manuscrit se décline en quatre parties principales :

9

N

Un cadre théorique, qui apporte les différentes notions sur le cortex, le striatum et
I'axe cortico-strié, nécessaires a la compréhension de I'étude. Une description
approfondie des données sur Tshz3/TSHZ3 y est également présentée.

Les méthodologies utilisées dans cette étude.

Les résultats en deux parties, récapitulant les données morphologiques et
électrophysiologiques obtenues apres I'étude des deux modeles murins présentés
dans ce travail.

Une discussion des résultats, dans laquelle seront également exposées les principales

perspectives, et une conclusion générale de I'étude.
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I. LE CORTEX CEREBRAL

Le cortex cérébral ou néocortex correspond a la zone la plus externe du télencéphale. A une
échelle macroscopique, il apparait sculpté par de nombreuses circonvolutions (replis)
organisées en gyri (crétes) et sulci (sillons), qui permettent de maximiser la surface de tissus
dans le volume défini par la boite cranienne. En 1910, Korbinian Brodmann a proposé une
subdivision de cet ensemble de circonvolutions en 52 aires corticales différentes, chez
'Homme, a partir de critéres cytoarchitechtoniques. Il a en effet cartographié |'espace
cortical selon des criteres morphologiques, comme I'aspect des cellules et leur organisation
(Brodmann K, 1909). Le cortex cérébral est le siege des capacités cognitives les plus
complexes, et chacune de ces aires a par la suite été associée a une fonction précise
(langage, vision, motricité...) (Laurence JG, 2006).

Grace a I'imprégnation argentique, Santiago Ramon y Cajal et Camillo Golgi (Cajal RS,
1909) ont été les premiers a décrire I'organisation en couches superposées chez différentes
espéces. Par la suite, de nombreuses études utilisant des approches lésionnelles et
I'électrophysiologie ont montré que les afférences et les projections corticales ciblaient ou
étaient issues de couches bien définies. Mais |'organisation en couches ne fut pleinement
comprise qu’avec |'utilisation de traceurs rétrogrades comme la horseradish peroxidase et le

fast blue (Gilbert and Kelly, 1975; Wise, 1975; Jones and Wise, 1977).

I.1. Organisation anatomique du cortex

Le cortex a une expansion maximale chez I’humain, mais les grands principes de son
organisation stratifiée en 6 couches horizontales (I-Vl) et de son développement sont
conservés chez tous les mammiféres. Dans sa globalité, I'ensemble des cellules corticales est
agencé selon le schéma décrit ci-dessous.

La couche |, la plus externe, est appelée couche moléculaire ; elle est essentiellement
composée d’arborisations dendritiques terminales issues des couches plus profondes et de
cellules horizontales de Cajal, qui sont présentes surtout au cours du développement et tres
peu chez I'adulte. La couche Il, ou granulaire externe, inclut des cellules étoilées (en grain) et
des petites cellules pyramidales. En dessous, la couche Il ou couche pyramidale externe

contient des neurones pyramidaux de taille moyenne et des interneurones. La couche 1V,
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tres riche en cellules de forme étoilée, est appelée couche granulaire interne. La couche V,
ou pyramidale interne, contient des neurones pyramidaux de grande taille ; elle est divisée
en deux sous-couches : une supérieure (externe) ou Va et une inférieure (interne) ou Vb.
Enfin la couche VI, la plus interne du cortex, est nommée couche polymorphe car elle
renferme de multiples types neuronaux (Figure 1). Cette cytoarchitectonie est
caractéristique du cortex et elle est maintenue dans les différentes aires corticales, mais une
couche donnée peut avoir une épaisseur variable selon I'aire considérée (Laurence JG, 2006).
D’une maniere trés générale, les couches |, Il et IV sont plutot réceptrices et les couches Ill, V
et VI sont plutot émettrices.

Un autre type d’organisation spécifique du cortex concerne la myéloarchitectonie.
Dans la couche |, on retrouve les dendrites des cellules pyramidales et les axones des cellules
de Cajal qui constituent le plexus d’Exner. Entre les couches Il et Il on retrouve la strie de
Kaes-Bechterew, formée par la convergence d’afférences cortico-corticales. Au niveau de la
couche 1V, la strie externe de Baillarger dénote le regroupement d’afférences thalamo-
corticales. Et enfin la strie interne de Baillarger est composée d’afférences locales dissociant
la couche V et VI (Laurence JG, 2006).

Au-dela de sa compartimentation horizontale, le cortex de certaines régions
cérébrales (comme le cortex visuel) s’organise également en colonnes (barrels). Ces
colonnes se définissent a trois niveaux différents : micro-anatomique, macro-anatomique et
fonctionnel. Les micro-colonnes (niveau micro-anatomique) sont décrites comme un
arrangement vertical de plusieurs neurones pyramidaux ayant un diametre de 20 a 50 um,
variable selon l'aire et I'espéce considérée (Buxhoeveden and Casanova, 2002) et sont
considérées comme les plus petits circuits fonctionnels du cortex. Un ensemble de micro-
colonnes forme une macro-colonne (niveau macro-anatomique), qui est anatomiquement
définie par une zone ou converge un ensemble d’afférences locales, cortico-corticales et
thalamo-corticales. Cet ensemble posseéde un diaméetre de 200 a 700 um et peut étre
identifié avec des marqueurs immunohistochimiques particuliers : la cytochrome oxydase et
la NADPH diaphorase (Rivier and Clarke, 1997; Barone and Kennedy, 2000). A I'échelle
fonctionnelle, les colonnes corticales présentent des similarités au niveau des propriétés de
leurs champs récepteurs, comme la préférence d’orientation du regard pour le systéme

visuel ou la préférence de fréquence pour le systéeme auditif, ou encore la somatotopie pour
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le systéme sensoriel. Les colonnes qui présentent les mémes préférences sont souvent liées
par des connexions distales et cortico-corticales, qui permettent une correspondance
spatiale entre les niveaux anatomiques et fonctionnels (Gilbert and Wiesel, 1989; Read et al.,
2001; Hutsler and Galuske, 2003).

Les neurones du cortex forment un réseau trés dense et ils sont connectés de
maniere tres spécifique. Par exemple, au niveau de l'aire sensorielle primaire (S1) chez le
rongeur, et plus spécifiquement au niveau d’un barrel, 1 mm? de tissu cortical contient
environ 105 neurones, qui représentent environ 4 kilometres d’axones et 400 metres de
dendrites. Bien que cet ensemble de cellules a le potentiel d’effectuer 10 milliards de
connexions, il en effectue 10 fois moins (Braitenberg and Schuz, 1998) dont plus de la moitié
proviennent de sources externes a ce volume neuronal (Stepanyants et al., 2009). Par
contre, le taux de connectivité entre deux cellules excitatrices du cortex est relativement
faible et des enregistrements électrophysiologiques montrent que des paires de neurones
corticaux ne forment des contacts mutuels que dans 10 a 20% des cas (Ko et al., 2011). Cette
connectivité s’établit en respectant un schéma stéréotypé que l'on retrouve de facon
systématique dans le cortex. En particulier, la circuiterie locale entre les neurones
excitateurs du cortex suit un schéma séquentiel et asymétrique que je décrirai brievement
par la suite (Petreanu et al., 2009; Kiritani et al., 2012). Cependant, la propagation du
message nerveux n’est pas seulement unidirectionnelle (feedforward) et linéaire car toutes
les cellules du circuit regoivent de multiples afférences. Les cellules excitatrices du cortex
étant des neurones de projection, le circuit comporte également diverses structures de
sortie (Douglas and Martin, 2004).

La principale afférence corticale provient du thalamus. Les projections thalamo-
corticales sont classiquement divisées en deux populations : celles qui proviennent du
« core » du thalamus et celles qui proviennent de la « matrice » du thalamus (Jones, 1998;
Clasca et al., 2012). Les projections « core » sont issues des noyaux relais thalamiques de
premier ordre, comme le noyau ventral postérieur médian ; elles contactent les neurones
des couches IV (principalement), Il et V, et sont responsables du transit rapide
d’informations sensorielles et motrices. Les afférences provenant de la « matrice » sont issus
des noyaux relais du thalamus d’ordre supérieur, comme le noyau postérieur médian, et

contactent essentiellement la couche |, ou se trouve la partie terminale des dendrites
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apicales des neurones pyramidaux. Cependant, le type d’information qu’elles transmettent
n‘est pas encore compris. Les axones issus des noyaux intralaminaires constituent un
troisieme type de projection thalamo-corticale qui innerve essentiellement les couches

profondes (V-VI) du cortex ainsi que le striatum (Clascd et al., 2012).

I.2. Les différentes populations neuronales du cortex

Les deux populations neuronales majoritaires du cortex sont les neurones pyramidaux de
projection glutamatergiques et les interneurones GABAergiques (Figure 1). Dans cette partie
je décrirai les différents types cellulaires compris dans ces deux grands ensembles, en me
limitant a ce qui est nécessaire a la compréhension de mon travail. Apres chaque description
approfondie d’un ensemble de neurones, je ferai une breve description de leur patron de
connexion canonique (systématiquement retrouvé dans le cortex), communément accepté
(Douglas and Martin, 2004; Harris and Shepherd, 2015), entre les divers types neuronaux

d’'un méme grand ensemble (Figures 2, 3).
I.2.a. Les neurones pyramidaux glutamatergiques

Les neurones pyramidaux sont présents dans les couches Il a VI et forment des connexions
intracorticales, sub-corticales, sub-cérébrales et cortico-thalamiques. Ils représentent
environ 80% de la totalité des neurones corticaux. Il est possible de diviser les neurones
pyramidaux en trois sous-groupes : les neurones intratélencéphaliques (IT), les neurones du
tractus pyramidal (pyramidal tract ou PT) et les neurones cortico-thalamiques (CT) (Sohur et
al.,, 2014). Ces neurones se distinguent sur la base de criteres morphologiques, de leur
localisation et patrons de connexions (locales et longue distance), de leur profil d’expression

de génes et de leurs propriétés électrophysiologiques (Figure 4).
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Neurones de projection Interneurones

1/ A VIP @

IT

Figure 1 : Répartition laminaire des différents types de neurones corticaux.

La couche | est majoritairement colonisée par les extrémités des dendrites apicales des neurones pyramidaux
et elle est parsemée de CR et d’interneurones GABA exprimant le récepteur 5HT-3A. Les neurones pyramidaux
IT peuplent les couches Il a VI (certains IT de la couche IV ont une forme étoilée). Les couches II-lll, en plus de
nombreux neurones IT, contiennent des interneurones VIP et PV de type chandelier cell. Dans la couche IV, les
nombreuses cellules étoilées cohabitent avec des interneurones SOM et PV de type basket cell, également
retrouvés dans les couches V et VI. Dans la couche V, les neurones IT sont présents partout (mais
préférentiellement dans la partie supérieure Va), alors que les neurones PT occupent quasi-exclusivement la
partie inférieure (Vb). Enfin, les neurones CT sont présents uniquement dans la couche VI.

Abréviations : I-VI, différentes couches corticales ; CR, cellules de Cajal-Retzius ; 5HT, interneurones 5HT-3A ; IT,
neurones intratélencéphaliques ; VIP, interneurones exprimant le peptide vasointestinal ; PV ChC,
interneurones exprimant la parvalbumine de type chandelier cell ; SOM, interneurones exprimant la
somatostatine ; PV BC, interneurones exprimant la parvalbumine de type basket cell ; PT, neurones du tractus
pyramidal ; CT, neurones cortico-thalamiques.

- Les neurones intratélencéphaliques (IT)
lls sont également appelés neurones « corticopetes » et sont de forme pyramidale. Ils sont
répartis entre la couche Il et la couche VI, présentant ainsi la plus grande diversité de
localisation dans le cortex (Figure 1). lls contactent uniquement des structures
télencéphaliques : le cortex, le striatum, 'amygdale et le claustrum, et la majorité de leurs
connexions s’établissent vers le cortex et le striatum (Figure 2) aussi bien ipsilatéralement
gue controlatéralement. Via le corps calleux et la commissure antérieure, ils connectent les

deux hémisphéres et représentent les seules cellules corticales excitatrices décrivant des
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connexions controlatérales (Figure 4A). De maniére générale, les neurones IT sont contactés
localement et distalement par les IT de la couche IV et par les IT des autres couches. lls
recoivent également des afférences provenant du thalamus. Ils sont caractérisés par
I'expression du facteur de transcription SATB2 (Special AT-rich sequence-binding protein 2)
(Molyneaux et al.,, 2007; Woodworth et al.,, 2012) (Figures 4A, 11), et ex vivo
(enregistrements électrophysiologiques sur tranche de cerveau), ils présentent une décharge
de type phasique (Suter et al., 2013) (Figure 4B). Les IT de la couche IV constituent une sous-
classe remarquable de neurones IT, caractérisés par leurs formes et leur connectivité. lls
peuvent étre de forme pyramidale ou étoilée (Figure 1) et leur présence varie selon les
espéces et les aires corticales considérées (Douglas and Martin, 2004; Nassi and Callaway,
2009). Localement ils recoivent tres peu d’afférences et contactent majoritairement les IT
des couches Ill et V (Feldmeyer, 2012). Distalement, ils sont contactés par le thalamus
(« core ») et par les IT des couches V et VI. lls ont un role de distribution locale de
I'information via de nombreuses connexions récurrentes dans la couche IV et leurs contacts
prononcés avec la couche Ill. Leur patron de connexion les isole et les place dans une
situation privilégiée dans le circuit cortical excitateur, car ils émettent peu de connexions a
longue distance et ils recoivent tres peu de connexions locales, ce qui les prédispose a étre
plus a I'’écoute des afférences thalamiques (Markov and Kennedy, 2013). Ils auraient en effet
une relation particuliere avec les afférences thalamiques qui, en plus de les activer,
stimulent également les interneurones adjacents. Cela conduit a une inhibition rapide des IT
de la couche IV qui se produit juste aprés leur stimulation (Cruikshank et al., 2007). Ce délai,
constituerait une période critique pendant laquelle la fréquence des stimulations regues par
les IT de la couche IV est déterminante pour une réponse spécifique a un stimulus sensoriel
donné (Wilent and Contreras, 2005). Ces neurones sont caractérisés par |'expression du
récepteur nucléaire RORB (RAR-related orphan receptor beta) (Jabaudon et al., 2012) et de
SATB2 (Woodworth et al., 2012).

- Les neurones du tractus pyramidal (PT)
Egalement appelés neurones « corticofuges », ils possédent une arborisation dendritique
apicale touffue et épaisse et un soma de forme pyramidale. Leur localisation est quasi-

exclusivement restreinte a la couche Vb (Harris and Shepherd, 2015) (Figure 1). Localement
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ils regoivent beaucoup d'afférences provenant des neurones IT, mais ils ne contactent
cependant que trés peu de cellules. Comme les neurones IT, ils recoivent des connexions de
longue distance provenant du thalamus et des autres couches corticales. La particularité de
ces neurones réside dans la multiplicité et diversité de zones qu’ils contactent : ils projettent
ipsilatéralement sur les ganglions de la base, le thalamus, la formation réticulée, le tronc
cérébral et la moelle épiniére (Figure 2). Leurs ramifications axonales locales sont
majoritairement restreintes a la couche IV, sont éparses et s’étendent au travers de
plusieurs colonnes. Ces neurones sont caractérisés par |'expression des facteurs de
transcription FEZF2 (zinc finger transcrition factor 2) et CTIP2 (Chicken ovalbumin upstream
promoter transcription factor-interacting proteins 2) (Molyneaux et al., 2007; Woodworth et
al., 2012) (Figures 4A, 11), et ex vivo ils présentent une décharge de type tonique (Suter et
al., 2013) (Figure 4B).

Il est important de noter que leur patron de connexion est strictement opposé a celui
des neurones IT de la couche 1V, dans le sens ou ils recoivent tres peu d’afférences distales
mais leurs afférences locales sont trés fournies. De plus ils contactent peu de cellules dans
leur environnement proche mais possedent une multitude de cibles distales. En cela, ils

représentent une efférence majeure du cortex.

- Les neurones cortico-thalamiques (CT)
lls sont localisés exclusivement dans la couche VI (Figure 1), sont de forme pyramidale et
leur arborisation dendritique couvre les couches corticales IV, V et VI. Localement ces
neurones contactent les neurones IT et recoivent peu d’informations de la part des neurones
IT des couches Vb et VI. De fagon plus distale, ils regoivent des afférences de toutes les
couches corticales, de tous les types de projections thalamo-corticales (du core, de la
matrice et intralaminaires) et projettent principalement sur le thalamus ipsilatéral
(Thomson, 2010). lIs représentent les seuls neurones du cortex qui ne possedent pas de
projections cortico-corticales de longue distance. lls sont caractérisés par I'expression du
facteur de transcription TBR1 (T-Box brain 1) et possedent, ex vivo, une décharge réguliére.
In vivo, ils sont majoritairement silencieux, méme au cours de tdches comportementales

(Beloozerova et al., 2003; Vélez-Fort et al., 2014).
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I.2.b. Connectivité des neurones glutamatergiques

A travers différentes zones du cortex, les neurones pyramidaux semblent adopter le méme
patron de connexion que I'on peut simplifier comme décrit ci-aprés. Le thalamus, via les
neurones thalamo-corticaux, constitue I'afférence corticale principale et contacte
majoritairement la couche IV. Les cellules excitatrices de la couche IV projettent ensuite vers
les neurones IT des couches lI-lll. Ces couches superficielles afféerent ensuite sur la couche V,
qui a son tour projette sur la couche VI. Cette derniére reboucle sur la couche IV pour
cléturer ce circuit local (Figure 2). La large arborisation axonale des neurones de la couche VI
combinée aux afférences thalamiques, exercent un contréle fin de I'activité des neurones
étoilés de la couche IV (Douglas and Martin, 2004; Harris and Shepherd, 2015). Enfin, du fait
de la grande variété des cibles sous-corticales qu’ils contactent, les neurones PT
représentent la source efférente majeure du cortex, mais ce circuit comprend de multiples

points de sortie car il est exclusivement formé de neurones de projection.

Cortex d’ordre supérieur
et thalamus

Cortex et striatum controlatéral Nombreuses cibles
Cortex d’ordre supérieur sous corticales
Thalamus d’ordre supérieur

Figure 2 : Connectivité principale des neurones glutamatergiques du cortex.

Les connexions principales et systématiquement retrouvées dans différentes aires corticales sont surlignées en
jaune. Les connexions les plus fortes sont grossies (traits et fleches).

Abréviations : I-VI, différentes couches corticales ; IT, neurones intratélencéphaliques ; PT, neurones tractus
pyramidal ; CT, neurones cortico-thalamiques.

(Adaptée de Harris and Mrsic-Flogel, 2013)
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I.2.c. Les interneurones GABAergiques

Les interneurones GABAergiques représentent environ 20% de la totalité des neurones
corticaux et sont divisés en trois groupes principaux qui peuvent étre identifiés grace a des
marqueurs moléculaires spécifiques : les récepteurs a la sérotonine de type 3A (5HT-3A), la
somatostatine (SOM) et la parvalbumine (PV) (Figure 1). Chacune de ces trois grandes
catégories est également sous-divisée en plusieurs classes selon des criteres
morphologiques, électrophysiologiques et immunohistochimiques (Tremblay et al., 2016),
gue je ne détaillerai pas ici ou je ferai une breve description des trois catégories principales.
A l'instar des cellules excitatrices du cortex, les interneurones corticaux présentent, a travers
de multiples régions corticales, un patron de connexion canonique basé sur des connexions

asymétriques et stéréotypées (Harris and Shepherd, 2015) (Figure 3).

- Interneurones 5HT-3A
lls représentent 30% des interneurones GABAergiques corticaux et se distribuent
principalement dans les couches superficielles |, Il et lll (Figure 1). Localement, ces neurones
vont globalement inhiber les autres interneurones GABAergiques et étre stimulés par les
neurones IT. Distalement, ils recoivent des connexions issues du cortex d’ordre supérieur.
Une sous-classe d’interneurones 5HT-3A exprime le peptide vasointestinal (VIP) et constitue
le premier maillon du schéma systématique de connexion entre interneurones
GABAergiques prédominant au sein du cortex. Ce sous-type d'interneurones, qui est le plus
représenté dans les couches IlI-lll (Figure 1), contacte les interneurones SOM et PV de
maniére unidirectionnelle (Jiang et al., 2013) (Figure 3), via une arborisation axonale

verticalement descendante et directe, caractéristique (Pronneke et al., 2015).

-> Interneurones SOM
lIs représentent globalement 30% des interneurones GABAergiques corticaux. lls sont
présents principalement dans les couches profondes (V et VI) et dans la couche IV (Figure 1).
Localement ils sont excités par les IT et PT et inhibés par les interneurones VIP. lls inhibent
les interneurones PV et les neurones glutamatergiques au niveau des dendrites (Silberberg
and Markram, 2007) (Figure 3). lls ont la capacité d’émettre des potentiels d’action (PAs) a

un bas seuil de dépolarisation (Kawaguchi and Kubota, 1997; McGarry et al., 2010). llIs
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inhibent les interneurones PV de maniére asymétrique et constituent ainsi le deuxieme
maillon du schéma systématique de connexion entre interneurones GABAergiques du cortex

(Pfeffer et al., 2013) (Figure 3).

- Interneurones PV
Ces cellules représentent 40% des interneurones GABAergiques corticaux et sont
essentiellement localisés dans les couches IV, V et VI. Les interneurones PV présentent deux
types de morphologies dendritiques caractéristiques, d’ou ils tirent leurs noms : les basket
cells (cellules en panier) et les chandelier cells (cellules en lustre) (Figure 1). Ces deux
catégories présentent une décharge rapide (fast spiking) et sont indiscernables sur le plan
électrophysiologique. Elles recoivent toutes deux des connexions excitatrices locales des
neurones pyramidaux, ainsi que de nombreuses afférences en provenance du « core » du
thalamus et du cortex d’ordre inférieure (Cruikshank et al., 2007). Les basket cells sont
inhibées par les interneurones PV, SOM et VIP, et inhibent a leur tour les neurones
excitateurs en établissant des contacts sur les corps cellulaires alors que les chandelier cells

contactent les segments initiaux (Figure 3).

I.2.d. Connectivité des interneurones GABAergiques

Dans plusieurs zones du cortex, les connexions entre ces trois groupes d’interneurones
s’organisent de maniére similaire a ce qui est décrit ci-apres. Le premier maillon de ce patron
de connexion est représenté par la sous-classe prédominante des interneurones 5HT-3A
exprimant le VIP (Fino and Yuste, 2011; Pi et al., 2013). Les cibles primaires des
interneurones VIP sont les interneurones SOM, qui recoivent également de nombreux
contacts excitateurs locaux. lls inhibent les cellules pyramidales et les interneurones PV
principalement au niveau des dendrites. Les interneurones SOM contactent ensuite les
interneurones PV, qui recoivent également de nombreuses afférences du thalamus et du
cortex (d’ordre inférieur). lls inhibent les cellules pyramidales au niveau du soma et les
chandelier cells ciblent particulierement le segment initial (Figure 3). Tous ces interneurones
recoivent des contacts excitateurs locaux. De plus, les interneurones VIP regoivent des
afférences du cortex d’ordre supérieur (Douglas and Martin, 2004; Harris and Shepherd,

2015).
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Figure 3 : Connectivité principale des neurones GABAergiques du cortex.

Les connexions principales et systématiquement retrouvées dans différentes aires corticales sont surlignées en
jaune.

Abréviations : PC, cellule pyramidale ; 5HT, interneurones 5HT-3A ; VIP, interneurones exprimant le peptide
vasointestinal ; PV ChC, interneurones exprimant la parvalbumine de type chandelier cell ; SOM, interneurones
exprimant la somatostatine ; PV BC, interneurones exprimant la parvalbumine de type basket cell.

(Adaptée de Harris and Mrsic-Flogel, 2013)

I.3. La coucheV

La couche V correspond a la couche pyramidale interne et se caractérise par un nombre tres
important de projections corticales et sous-corticales, notamment la principale voie
nerveuse motrice de I'organisme : la voie pyramidale. Cette couche, est d’ailleurs considérée
comme une source d’efférences majeure du cortex (Agmon and Connors, 1992; Rah et al.,
2013), pouvant contacter une multitude de structures ipsilatéralement, comprenant le
cortex lui-méme, le striatum, le thalamus, le noyau subthalamique, le tronc cérébral et la
moelle épiniere. Les projections sur le cortex et le striatum issues des neurones IT sont en
partie bilatérales. Celles issues des PT sont en majorité bilatérales sur les noyaux du tronc
cérébral et essentiellement controlatérales sur la moelle épiniere (Levesque et al., 1996;
Aronoff et al., 2010; Shepherd, 2013). Si on replace la couche V dans le schéma général
d’interaction des circuits corticaux, elle recoit des afférences de toutes les couches corticales

et possede une relation étroite avec le thalamus qui lui envoie des afférences directes
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(Figure 2). Cette source afférente peut influencer, a elle seule, de maniére prédominante la
couche V jusqu’a en contréler son activité (Constantinople and Bruno, 2013). La couche V
s’inscrit donc dans une boucle cortico-ganglions de la base-thalamo-corticale dans laquelle
elle occupe une place centrale pour I'intégration et la distribution de I'information au sein du

cortex.

I.3.a. Les cellules pyramidales de la couche V

Les deux catégories principales de neurones pyramidaux, les neurones IT et les neurones PT,
se cOtoient dans la couche V (Figures 1, 2). Comme mentionné ci-dessus, ils sont
différenciables sur la base de criteres morphologiques, de connectivités et

électrophysiologiques.

- Morphologie
Dans la couche V, les neurones PT sont quasi-exclusivement localisé dans la Vb (Hattox and
Nelson, 2007), alors que les neurones IT sont majoritairement localisés dans la couche Va
mais ils sont également présents dans la Vb (Harris and Shepherd, 2015) (Figures 1, 2). Les
neurones IT possedent un arbre dendritique plus petit que les neurones PT, avec peu ou pas
de ramifications apicales. Les neurones PT de la couche V envoient des ramifications
axonales locales qui sont majoritairement restreintes a la couche IV, sont éparses et
s’étendent au travers de plusieurs colonnes. Les neurones IT ont des prolongements
axonaux locaux plus denses et contactent plusieurs colonnes en remontant vers les couches

[I-111 (Schubert et al., 2006; Ramaswamy and Markram, 2015).

- Connectivité
Les neurones pyramidaux de la couche V regoivent une afférence provenant des couches II-
Il du cortex, correspondant a I'une des connexions excitatrices translaminaires majeures du
cortex moteur chez la souris (Thomson and Bannister, 2003; Weiler et al., 2008). La majorité
des contacts (75% environ) s’effectue au niveau des épines dendritiques des neurones
pyramidaux et le reste sur les troncs dendritiques. Par contre, aucune synapse excitatrice
n'est effectuée sur le corps cellulaire (Thomson and Bannister, 1998; Morishima and

Kawaguchi, 2006; Brown and Hestrin, 2009; Kiritani et al., 2012). La distribution de ces
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connexions apparait hautement organisée (Thomson and Bannister, 2003; Weiler et al.,
2008), puisque le type de contact va dépendre de la couche d’origine du neurone cortical et
de la nature de la cellule contactée (Anderson et al.,, 2010). De nombreuses données
s’accordent a dire que la connexion entre IT et PT est asymétrique, car elle se fait
essentiellement et quasi-exclusivement dans le sens IT vers PT (Brown and Hestrin, 2009;
Harris and Shepherd, 2015).

Les neurones PT recoivent de maniére générale des afférences pyramidales de toutes
les couches corticales et ce de maniére plus prononcée lorsqu’elles proviennent de la couche
Il ou d'autres neurones PT. lls établissent ainsi un réseau de connexions réciproques avec les
autres neurones PT mais ne contactent que trés rarement les IT de la couche V (Krieger et
al., 2007; Kiritani et al., 2012).

Les neurones IT recoivent de maniéere générale des afférences pyramidales de toutes
les couches corticales, mais elles sont plus denses quand elles proviennent des couches I, 1V,
VI et des IT de la couche V. Avec ces derniers, ils forment un véritable réseau de connexions
réciproques qui stimule localement les PT (Frick et al., 2008). Les axones provenant des
neurones IT de la couche Il contactent principalement les IT de la couche Va et les PT de Ia
partie supérieure de la couche Vb, tandis que ceux issus de la couche Il contactent
seulement les PT de la partie supérieure de la couche Vb (Anderson et al., 2010).

Les axones des neurones cortico-striés de la couche V effectuent des connexions
récurrentes avec les cellules adjacentes de la méme couche. Cela constitue une
caractéristique de base et prépondérante des cellules pyramidales, qui complexifie la
synapse cortico-corticale mais qui serait nécessaire pour l'intégration, I'amplification, le
stockage transitoire et la distribution d’informations au sein d’une sous-population localisée
de neurones (Douglas et al., 1995). Cette caractéristique de connexion est conservée a
travers différentes especes ainsi que dans différentes zones corticales, de la méme espéce
(Morishima and Kawaguchi, 2006; Wang et al., 2006; Brown and Hestrin, 2009).

Les noyaux thalamiques connectés préférentiellement a la couche V sont le postéro-
médian et le postéro-médian ventral. Au niveau des neurones PT les afférences provenant
du noyau postéro-médian ventral sont majeures alors qu’ils recoivent peu d’afférences
provenant du noyau postéro-médian. Pour les IT c’est le contraire (Petreanu et al., 2009;

Constantinople and Bruno, 2013).

21



Cadre théorique

50 mV ‘
200 ms
‘1 I ) I {1]]] rebound J J
-55mV ” r” [ ‘H(r[ m\‘( 56mV‘/ \
Q D \//M"-——'—‘*-V\AHP
sag"

Figure 4 : Neurones pyramidaux de la couche V.

(A) Les neurones pyramidaux de la couche V peuvent étre classés selon 2 catégories : les neurones cortico-
striataux intratélencéphaliques (IT - rouge) qui projettent a la fois dans le striatum ipsi- et controlatéral et dans
le cortex controlatéral, et les neurones cortico-striés de type pyramidal (PT - bleu) qui projettent uniquement
dans le striatum ipsilatéral et les régions sous-cérébrales. Chaque type de neurone exprime des facteurs de
transcription spécifiques (SOX5 et SATB2 pour les IT, et CTIP2 pour les PT) (Adaptée de Sohur et al., 2014).

(B) Les deux tracés montrent les réponses d’'un neurone PT et d’un neurone IT a des courants hyper- et
dépolarisant (de 200 pA). Noter les amplitudes du sag (épaulement), de ’AHP (posthyperpolarisation) et du
rebond plus prononcées chez le PT par rapport a I'IT.

- Propriétés électrophysiologiques
In vivo, les neurones pyramidaux de la couche V présentent des propriétés physiologiques
qui les distinguent des cellules excitatrices des autres couches. En effet ils possedent de
nombreuses et diverses capacités d’adaptation de leur activité, en réponse aux stimuli
sensoriels (Brecht et al., 2003; Lur et al., 2016) : la majorité des neurones pyramidaux de la
couche V réduit son activité pendant une tache comportementale de stimulation sensorielle,
ce qui n"est pas le cas dans les autres couches (Pluta et al., 2015).

Les neurones PT déchargent a haute fréquence de facon spontanée au cours d’une
réponse a un stimulus sensoriel (de Kock et al., 2007; Hires et al., 2015), et possédent la
fréquence d’activité la plus élevée parmi les cellules pyramidales (Beloozerova et al., 2003;
O’Connor et al., 2010). Ces propriétés suggeérent qu’ils optent pour une stratégie de réponse
en masse et de facon synchrone aux stimuli sensoriels (Harris and Mrsic-Flogel, 2013). De
plus, les PT présentent une excitabilité intrinseque élevée et peuvent intégrer des signaux
provenant d’'une multitude de sources qui favorisent la mise en ceuvre de cette stratégie de
réponse (Schubert et al., 2001; Zarrinpar and Callaway, 2016). Ex vivo, les neurones PT

peuvent présenter des décharges en bouffées ou des doublets et leurs PAs sont de courte
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durée. lIs présentent une forte décharge dendritique et pas d’adaptation aprés la bouffée. lls
répondent a une hyperpolarisation par une dépolarisation rapide donnant lieu a un
épaulement (sag) caractéristique, suivi par un rebond a la fin du courant (rebound), et ils
présentent également une posthyperpolarisation soutenue (after-hyperpolarization, AHP) a
la fin d'un courant dépolarisant déclenchant des PAs (Groh et al., 2010; Schubert et al., 2006)
(Figure 4B).

Les neurones IT présentent une décharge réguliere (ou doublets), avec des PAs de
longue durée qui souvent s’adaptent a la décharge. Leurs dendrites présentent peu
d’activité électrique et leur réponse a une hyper- ou dépolarisation (sag/rebound/AHP) est
moins marquée que chez les PT (Sheets et al.,, 2011; Suter et al., 2013; Lee et al., 2014)
(Figure 4B).

I.3.b. Les interneurones GABAergiques de la couche V

Dans cette partie je me limiterai a la description des interneurones les plus présents dans la

couche V et a la fagon dont ils influencent la circuiterie excitatrice décrite précédemment.

- Les différents types d’interneurones
Interneurones PV. Les interneurones GABAergiques les plus répandus au sein de la couche V
sont les interneurones PV (Gonchar et al.,, 2007; Lee et al., 2010). Ces interneurones sont
pour la plupart de type basket cell (Figure 1), dont les axones innervent le compartiment
somatique des cellules pyramidales leur permettant d’exercer une inhibition rapide et
puissante sur ces cellules environnantes (Xiang et al., 2002). Les cellules pyramidales ne
recoivent pas de contacts des chandelier cells de la couche V, dans laquelle ils sont peu
nombreux (Peters et al., 1982; Taniguchi et al., 2013), mais elles en regoivent en provenance

des couches II-1ll ou les chandelier cells sont plus présents (Jiang et al., 2013) (Figure 1).

Interneurones SOM. La sous-classe d’interneurones SOM la plus présente dans la couche V
est représentée par les cellules de Martinotti. Elles possédent un patron de connexion bien
spécifique avec un axone qui remonte jusqu’aux couches corticales les plus superficielles. lls

atteignent particuliéerement la couche I, ou ils contactent la partie terminale des dendrites
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apicales des cellules pyramidales de la couche V en formant un plexus axonal dense

(Silberberg and Markram, 2007).

Interneurones 5HT-3A. Bien que majoritaires dans la couche IlI-1ll, ils ne représentent qu’une
petite fraction de la population d’interneurones de la couche V (seulement 10 a 25%)

(Tremblay et al., 2016).

- Principales inhibitions corticales
En considérant le schéma local de connexion des neurones corticaux (voir les parties I.2.b et
I.2.d et les figures 2, 3), les principaux mécanismes d’inhibition via les interneurones
s’établissent dans la méme couche corticale (inhibition intralaminaire), mais il existe

également des connections entre différentes couches (inhibition translaminaire).

Inhibitions intralaminaires. Comme décrit ci-dessus, les interneurones PV de type basket
cells représentent les acteurs majeurs de I'inhibition récurrente de la couche V. Les neurones
pyramidaux glutamatergiques de cette couche exercent une forte stimulation convergente
sur les interneurones PV (Jiang et al., 2015; Pluta et al., 2015), qui a leur tour déclenchent
une inhibition massive des neurones pyramidaux au niveau de leurs somas (Packer and
Yuste, 2011) (Figure 3). Les synapses excitatrices sur les interneurones PV sont trés efficaces
mais présentent une tendance a la dépression, qui donne lieu a une diminution considérable
de l'activité des interneurones PV sur les cellules pyramidales pendant un train de PAs
(Galarreta and Hestrin, 1998; Xiang et al., 2002). L’inhibition exercée par les interneurones
PV sur les cellules pyramidales serait préférentiellement exercée a des moments bien
spécifiques d’une activation corticale suite a une stimulation sensorielle. Cette inhibition
imposerait ainsi une fenétre temporelle pour l'intégration synaptique des cellules
pyramidales, en empéchant la sommation de signaux non coincidents (Silberberg and
Markram, 2007). Globalement, mais surtout dans la couche Vb, les interneurones PV
permettraient I'intégration d’'une multitude d’informations concernant les caractéristiques
temporelles d’un stimulus sensoriel et joueraient un r6le important dans le contréle

temporel des patrons de décharge (Reyes-Puerta et al., 2015).
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L'inhibition récurrente la mieux comprise de la couche V est I'inhibition disynaptique
dépendante de la fréquence (frequency-dependent disynaptic inhibition, FDDI). Ce
phénomene est déclenché lorsqu’une cellule pyramidale excite un interneurone SOM de
Martinotti via une bouffée de PAs (Silberberg and Markram, 2007), lequel va inhiber
plusieurs neurones pyramidaux adjacents par une action dendritique. En effet, les
interneurones SOM déclenchent un phénoméne de facilitation a court terme prononcé suite
a une stimulation a haute fréquence (Kwan and Dan, 2012), de sorte que la mise en jeu de
seulement 1 a 4 cellules pyramidales peut mettre au silence toutes les cellules pyramidales
avoisinantes (Berger et al.,, 2010). La FDDI est un processus particulierement présent au
niveau des neurones PT (Le Bé et al., 2007; Berger et al., 2009), qui faciliterait la transmission
d’un message inhibiteur a la totalité d’un microcircuit local (Naka, 2015). De facon plus large,
la FDDI représenterait un mécanisme de controle de l'activité des cellules pyramidales. Elle
serait le support d’'un rétrocontrole négatif en cas de trop forte activité des neurones
pyramidaux (Major et al., 2013). L’inhibition des PAs dendritiques permettrait également de
mieux contrbler l'intégration de l'activité synaptique des différents compartiments du
neurone. Enfin, I'intégration de PAs dendritiques étant importante pour générer une activité
en bouffée, la FDDI influencerait également le mode de décharge des neurones PT

(Murayama et al., 2009; Lavzin et al., 2012).

Inhibitions translaminaires. Au-dela des inhibitions intra-laminaires, la couche V est aussi
sujette a une inhibition provenant des interneurones GABAergiques des autres couches. Des
études de reconstructions axonales, d’enregistrements intracellulaires de paires de
neurones et de tragages viraux ont montrés que les neurones pyramidaux de la couche V
recoivent des contacts d’interneurones localisés dans la méme couche, et secondairement
des couches II-ll, IV et VI (Jiang et al., 2013; DeNardo et al., 2015). Cependant, la stimulation
optogénétique des couches II-lll révele que linhibition translaminaire peut également
s’établir de maniére indirecte, via les afférences excitatrices des couches supérieures qui
activent les interneurones de la couche V (Katzel et al., 2011; Pluta et al., 2015). En effet,
beaucoup de cellules pyramidales de toutes les couches corticales peuvent contacter des
interneurones dans la couche V qui auront une action en aval du circuit excitateur. Un tel

recrutement s’appelle la feedforward inhibition (FFI), phénomeéne largement décrit dans
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différentes régions corticales (Cruikshank et al., 2007; Xu and Callaway, 2009), qui met
principalement en jeu les interneurones PV. La FFI aurait différentes fonctions : augmenter la
précision temporelle des signaux afférents (Gabernet et al.,, 2005), élargir la variété des
réponses des populations en aval (Pouille et al.,, 2009) et agir comme filtre de
synchronisation des afférences (Bruno, 2011). Cependant, la FFl reste un phénoméne encore
mal compris au sein de la couche V.

Il existe aussi des inhibitions entre aires corticales différentes dont nous ne parlerons

pas ici (Naka and Adesnik, 2016).

1.4. Mécanismes généraux du développement cortical

Chez les Mammiferes, la région la plus développée du cortex est le pallium. Elle est la
derniére a étre apparue au cours de I'évolution (neopallium) en s’insérant entre deux
régions plus anciennes (l’archipallium et le paléopallium). De cette maniére, I'archipallium
est « repoussé » dans la partie dorsale du ventricule latéral pour former I'hippocampe,
tandis que le paleopallium constituera le bulbe olfactif. Cette définition est désormais
obsoléte, et on préfére parler de télencéphale (ou pallium embryonnaire) subdivisé en
régions dorsale et ventrale, qui donneront naissance au cortex cérébral et aux ganglions de
la base, respectivement. Puis, ultérieurement au cours du développement, la région dorsale
se subdivise en quatre : le pallium dorsal (qui donnera le (néo)cortex), le pallium médian (qui
donnera la formation hippocampique), le pallium ventral (qui donnera le claustrum,
I'amygdale baso-latérale, le striatum et le globus pallidus), et le pallium latéral (qui donnera
les cortex piriforme et olfactif) (Puelles et al., 2000; Marin and Rubenstein, 2001).

A l'instar de I'évolution du télencéphale, le développement des couches corticales se
fait de maniére « inside-out », c’est-a-dire que les nouvelles couches sont créées a la
périphérie en repoussant les anciennes vers le centre (Figure 5). Ainsi, en suivant ce schéma,
la couche VI est formée en premier et la couche Il en dernier, exception faite de la couche |
qui provient de la zone marginale au temps embryonnaire 13.5 (E13.5) chez le rongeur. Une
caractéristique développementale remarquable du cortex réside dans le fait qu’aucune
cellule qui le composera a la fin de sa maturation n’est générée in situ. En effet, elles sont
générées au niveau de zones embryonnaires prolifératives transitoires situées au niveau de

la paroi des ventricules latéraux : la zone ventriculaire (ventricular zone, VZ) et la zone sous-
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ventriculaire (subventricular zone, SVZ). Selon I'hypothése « d’unité radiaire », la VZ
constituerait un vivier prolifératif a partir duquel les précurseurs neuronaux seraient guidés
par les fibres de la glie radiaire (radial glia, RG) a travers le cortex en développement (Rakic,
1988). De plus, la RG peut elle-méme donner naissance a des neurones excitateurs
immatures (Figure 5) au cours de plusieurs cycles de divisions asymétriques.

Chez la souris, a E10.5 les cellules du neuroépithélium indifférencié se divisent pour
former les cellules de la RG, dont les prolongements permettent de recouvrir la totalité de
I'épaisseur corticale et ce jusqu’a la maturation finale des couches corticales (Figure 5).

A E11.5 les cellules de la RG effectuent une division asymétrique donnant naissance,
d’une part, a d’autres cellules de la RG et, d’autre part, a des neurones immatures qui vont
migrer le long de la RG déja en place. Ces derniers vont former la pré-plaque, constituant la
toute premiere population cellulaire colonisant le futur cortex (Figure 5).

A E12.5 les prolongements de la RG et le tissu cérébral s’agrandissent laissant
apparaitre la SVZ, au sein de laquelle la pré-plaque se transforme en trois nouvelles couches
: la sous-plaque, la plaque corticale et la zone marginale. Dans le méme temps, les cellules
de la RG vont effectuer des divisions asymétriques aboutissant a de nouvelles cellules de Ia
RG et, indirectement via la formation d’un progéniteur intermédiaire (intermediary
progenitor, IP), a un neurone migrant immature qui colonisera la plaque corticale. En suivant
ce mécanisme, les IP seront donc a I'origine de la formation de la couche VI (Figure 5).

A E13.5, la plaque corticale et la zone marginale laissent respectivement place aux
couches corticales VI et I. Dans le méme temps, et suivant le schéma décrit précédemment,
les IP générés par la RG conduiront a la formation de la couche V. Ainsi, la formation d’une
couche corticale donnée est initialement assurée par les IP, qui eux-mémes sont liés au
temps embryonnaire durant lequel ils sont générés. Ce mécanisme général, a savoir
I'allongement de la RG suivant I’évolution du cortex, ainsi que sa division asymétrique en RG
et en IP, sera appliqué de la méme fagon jusqu’a ce que toutes les couches corticales soient
investies. Une variation de ce schéma apparaitra cependant a E14.5, ou le développement
de la RG externe aura lieu a partir de la RG. Depuis la SVZ, les cellules de la RG externe
permettront la production et la migration de neurones immatures qui coloniseront les

couches corticales (Figure 5).
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Figure 5 : Mise en place des couches corticales au cours du développement.

Voir le texte pour les explications.

Abréviations : CR, cellules de Cajal-Retzius ; CT, neurones cortico-thalamiques ; E, jour embryonnaire ; IP,
progéniteur intermédiaire ; IT CP, neurones intratélencéphaliques des couches profondes ; IT CS neurones IT
des couches superficielles ; IT IV, neurones intratélencéphaliques de la couche IV ; NE, neuroépithélium
indifférencié ; oRG glie radiaire externe ; P, jour postnatal ; PT, neurones du tractus pyramidal ; RG, glie radiaire
; SP, sous-plaque ; SVZ, zone sous-ventriculaire ; VZ, zone ventriculaire.

(Adaptée de Woodworth et al., 2012)

La compartimentation en aires du cortex cérébral est initiée grace a 'intervention de
morphogenes diffusibles et des molécules de signalisation. Au niveau de la VZ, cet adressage
est déja prédéfini et les progéniteurs neuronaux expriment des niveaux précis de facteurs de
transcription selon les coordonnées rostro-caudale et médio-latérale qu’ils occupent. Ainsi,
une précartographie (Figures 6A, C) du cortex est déja établie a des stades précoces du
développement cérébral.

Lors de I'insertion dans les couches corticales, les neurones générés en méme temps
colonisent la méme couche en repoussant les neurones les plus précocement générés vers le
centre du cerveau (Figure 5). Et comme l'information de position définie dans la VZ est
maintenue lors de la migration, la position finale du neurone correspondra a la position du
progéniteur au niveau de la précartographie établie dans la VZ (Figure 6C). Ainsi, lors de
I'arrivée dans le cortex, I'information de position a 2 dimensions de la VZ est transformée en
une information a trois dimensions. En d'autres termes, la position finale d’un précurseur
pyramidal dans une aire corticale est définie par sa position dans la VZ, alors que

I'appartenance a une couche et la position dans cette couche sont définis par son moment
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de génération (Kriegstein et al., 2006). L’exécution d’'un programme développemental précis,
faisant intervenir des génes et facteurs de transcription spécifiques (Figure 6A), est requise
pour la mise en place des couches corticales et pour I"établissement des connexions
appropriées par les neurones qui les composent. Pendant ce programme, trois parameétres
sont donc cruciaux : le temps, la différenciation en sous-types neuronaux et la
différenciation des aires corticales. Les progéniteurs corticaux répondent a des signaux
inductifs en exprimant différents facteurs de transcription selon la place qu’ils occupent dans
la VZ. Ainsi, leur développement est restreint a des zones spécifiques (O’Leary et al., 2007)
(Figure 6). A E9.5, lorsque la cartographie corticale est en formation, deux sources majeures
de signaux d’adressage interviennent : une source rostrale qui exprime Fgf8 (Fibroblast
growth factor 8) et Fgfl7, ainsi qu’une autre exprimant Bmps (bone morphogenetic protein)
et Wnt (Wingless integration signaling pathway). Fgf8 et Fgf17 sont sécrétés par la plaque
commissurale selon un axe rostromédian (Crossley and Martin, 1995; Maruoka et al., 1998),
alors que les membres des familles Bmps et Wnt sont sécrétés suivant un axe caudomédian.
De plus, Sfrp2 (Secreted frizzled-related protein 2, antagoniste de Wnt) et plusieurs membres
de la famille Egf (Epidermal growth factor) sont sécrétés latéralement (Grove et al., 1998).
Cependant, seul Fgf8 est considéré comme un véritable déterminant de l'identité des aires
(Fukuchi-Shimogori and Grove, 2001; Garel et al., 2003; Cholfin and Rubenstein, 2007). Ces
facteurs diffusibles induisent une expression graduée de facteurs de transcription par les
progéniteurs de la VZ. D'autres facteurs, tels que Pax 6 (Paired box 6) et Emx2 (Empty
spiracles homolog 2) sont exprimés suivant un gradient rostrolateral/caudomédian
réciproque (Walther and Gruss, 1991; Gulisano et al., 1996), alors que Sp8 (Specificity factor
8 ou transcription factor Sp8) et Couptfl (Chicken ovalbumin upstream promotor
transcription factor 1) sont exprimés suivant un gradient rostromédian/caudolatéral
réciproque (C. Zhou et al., 2001; Sahara et al., 2007) (Figure 6A). Caudalement, une forte
expression d'Emx2 et de Couptfl conduit a la formation de I'aire sensorielle, alors que
rostralement, c’est I'expression combinée de Pax6 et de Sp8 qui favorise I'identité motrice
(Figures 6A, B). Comme ces deux couples de facteurs possedent des gradients d’expression
orthogonalement opposés, ils peuvent théoriquement contréler tout le panel de

coordonnées de position corticale possible. Une petite modification de leurs répartitions, ou
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du sens de leurs gradients, suffit a impacter la taille et la position des aires corticales (Greig
et al., 2013).

Ainsi, comme mentionné ci-dessus, c’est une véritable précartographie qui est établie
au niveau de la VZ contenant la RG et les IP. Elle peut donc étre transmise aux progéniteurs
neuronaux qui l'interpreterons et I'exécuterons au travers d’un second réseau de facteurs de

transcription postmitotiques controlant I'appartenance aux couches.
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Figure 6 : Déterminisme des aires corticales au cours du développement.

(A) Distribution des différents morphogénes nécessaires a la régionalisation du cortex au cours du
développement embryonnaire.

(B) Vues dorsale et parasaggitale des patrons d’expression des morphogénes Pax6, Sp8, Emx2 et Couptfl.

(C) Maturation des aires corticales au cours du développement. Les aires primaires motrice (M1), sensorielle
(51), associative (A1) et visuelle (V1) sont illustrées.

(Adaptée de Greig et al., 2013)
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I.4.a. Développement des neurones pyramidaux des couches
profondes du cortex

Un controle postmitotique est nécessaire pour déterminer a quel sous-type neuronal
appartiendrons les progéniteurs. Les neurones pyramidaux corticofuges comprennent les
neurones PT, les neurones CT et les neurones de la sous-plaque. Du point de vue des cibles
gu’ils contactent, ils sont opposés aux neurones IT qui sont corticopéetes. En I'absence de
contréles postmitotiques cruciaux, chacune de ces deux population peut se développer au
détriment de l'autre (Greig et al., 2013). L'acquisition du phénotype d’appartenance a un
sous-type de neurone particulier fait également I'objet d’un raffinement progressif. Tous les
progéniteurs traversent une période particuliere durant laquelle un état plastique leur
permet de co-exprimer simultanément les marqueurs d’appartenance de deux couches
adjacentes (Deck et al., 2013; Sohur et al., 2014), le déterminisme d’identité finale se faisant
pendant la période postmitotique. Pendant cet intervalle de temps, I'expression et la
cohabitation corticale de facteurs de transcription, tels que SATB2, FEZF2, CTIP2, TBR1, SOX5
(SRY-related HMG-box 5) et COUPTF1, sont cruciales pour l'organisation et l'intégration
correcte des neurones pyramidaux dans les différentes couches corticales.

Fezf2 promeut le devenir en neurones PT. Il est exprimé par une sous-population de
la VZ pendant que les couches profondes du cortex se développent. Il est également exprimé
par les autres neurones pyramidaux corticofuges postmitotiques, cependant il n’est pas
connu si son action se limite a une fenétre temporelle définie (par exemple : action
postmitotique ou au stade des progéniteurs). Un haut niveau d’expression de Fezf2 est
retrouvé chez les neurones PT, alors que les neurones CT et ceux de la sous-plaque
I'expriment a de plus faibles niveaux (Arlotta et al., 2005; Chen et al., 2005; Molyneaux et al.,
2005). Chez la souris Fezf2'/', I’expression de TBR1, un facteur de transcription crucial pour le
développement des neurones CT (Bedogni et al., 2010; McKenna et al., 2011), est retrouvée
dans la future couche V et la plupart des neurones de cette couche projettent vers le
thalamus (Molyneaux et al., 2005; McKenna et al., 2011). Ceci indique que les neurones ont
changés de phénotype, passant de PT a CT, et ces résultats suggerent que Fezf2 caractérise
I'identité PT en partie en réprimant l'identité CT. FEZF2 apparait également comme un
régulateur a plus grande échelle pour les neurones pyramidaux corticofuges, puisque sa

délétion entraine une désorganisation des neurones CT et des neurones de la sous-plaque,
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de plus, I'expression de certains genes spécifiques des neurones CT n’est plus permise en
son absence (Chen et al.,, 2005; Molyneaux et al., 2005). Ainsi, FEZF2 ne serait pas
simplement responsable de I'identité PT mais participe de facon plus globale a 'identité des
neurones pyramidaux corticofuges.

CTIP2 agit en aval de FEZF2 et permet le bon développement des projections des
neurones PT. En I'absence de Ctip2, les neurones PT sont bien présents et a la bonne place
mais présentent des défauts de croissance axonale et leurs prolongements n’atteignent plus
leurs cibles (Arlotta et al., 2005). Il constitue également une cible cruciale pour la régulation
transcriptionelle pendant le développement des neurones de projection, puisque plusieurs
contréles transcriptionels du développement des neurones CT, des neurones IT et de ceux
de la sous-plague s’operent en réprimant |'expression de Ctip2 (Alcamo et al., 2008;
Britanova et al., 2008; Lai et al., 2008; Tomassy et al., 2010).

TBR1 quant a lui est spécifique des neurones CT. Son expression est postmitotique et
tres forte dans les neurones CT et dans ceux de la sous-plaque, alors qu’elle est faible dans
les neurones IT (Bedogni et al., 2010; McKenna et al., 2011). En cas d’absence de Tbr1, les
neurones immatures censés se développer en neurones CT, expriment des niveaux aberrants
de FEZF2 et CTIP2, et leurs projections se dirigent vers des cibles sub-cérébrales au lieu
d’atteindre le thalamus (Han et al., 2011). TBR1 fonctionne en partie en réprimant l'identité
PT puisqu’il se lie a une région régulatrice de Fezf2 pour réduire son expression dans la
couche VI.

SOX5 contréle I'apparition ordonnée des neurones de la sous-plaque, des neurones
CT et des neurones PT qui peuplent les couches profondes. Il réprime les hauts niveaux
d’expression de Fezf2 et Ctip2 par les neurones PT jusqu’a ce que la formation de la sous-
plaque et des neurones CT soit achevée. SOX5 réprime Fezf2 en se liant sur une région
promotrice, requise pour son expression rostrale dans le cortex (Kwan et al., 2008; Lai et al.,
2008; Shim et al., 2012). Chez la souris Sox5'/', on assiste a une désorganisation générale des
couches profondes. Les neurones de la sous-plaque expriment des facteurs de transcription
de fagon aberrante et présentent des défauts de positionnement ainsi que de leurs
projections. La différenciation entre neurones PT et neurones CT ne se fait plus
correctement et de maniére générale les projections des neurones pyramidaux corticofuges

n’atteignent plus les bonnes cibles (Kwan et al., 2008; Shim et al., 2012).
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COUPTF1 permet de réprimer le phénotype PT chez les derniers neurones CT générés
dans la partie supérieure de la couche VI. Son absence entraine I'adoption d’un phénotype
moteur par les neurones CT des aires sensorielles ; de plus, ces derniers et les neurones PT
développent des prolongements aberrants (Tomassy et al., 2010).

SATB2 est crucial pour I'acquisition de l'identité IT et il réprime I'acquisition de
I'identité corticofuge. Il est fortement exprimé par les neurones IT de toutes les couches
corticales (Alcamo et al., 2008; Britanova et al., 2008). Une absence de son expression ou
son remplacement entraine des défauts de projection et d’expression de geénes. Les axones
ne passent plus par le corps calleux et projettent sur le bulbe et la moelle épiniére (Alcamo
et al.,, 2008; Srinivasan et al., 2012). De plus, I'expression des génes caractéristiques des
neurones IT est perdue et les neurones des couches superficielles expriment des marqueurs
spécifiques des neurones PT comme CTIP2. Cependant, la conversion en neurones PT dans
ce modele est partielle, car Satb2 réprime directement I'activité de Ctip2 sans interagir avec
Fezf2 (Alcamo et al., 2008; Britanova et al., 2008). Dans la couche V, les neurones PT et IT
partagent le méme cadre développemental puisqu’ils vont cohabiter dans la couche V et
leurs progéniteurs sont générés pendant la méme fenétre temporelle. A ce niveau, FEZF2
semble jouer un réle majeur dans I'orientation correcte des projections des neurones PT en
leur évitant de traverser la ligne inter-hémisphérique, a la différence des neurones IT. In
vivo, sa surexpression est suffisante pour rediriger les axones des neurones IT vers des cibles
sous-corticales (Rouaux and Arlotta, 2013). En cas d’absence de Fezf2, une partie des
neurones PT de la couche V sont convertis en neurones qui expriment les genes
caractéristiques et présentent les propriétés électrophysiologiques des neurones IT. En effet,
on retrouve notamment chez ces neurones une expression marquée de SATB2 (Chen et al.,
2008; Molyneaux et al., 2009; Lodato et al., 2011).

Cependant il ne faut pas perdre de vue qu’en aval du contréle précis exercé par ces
« master genes » que je viens de décrire, il existerait des programmes capables de finaliser la
différenciation définitive des populations neuronales en développement (Srinivasan et al.,

2012).
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II. LE STRIATUM

IL.1. Le striatum et les ganglions de la base

Le striatum (noyau caudé et putamen chez les primates et 'Homme) est la principale
structure d’entrée des ganglions de la base (GB), qui représentent un réseau de noyaux sous-
corticaux interconnectés. Ce réseau, comprenant également le globus pallidus (GP), le noyau
subthalamique (NST) et la substance noire (SN), est impliqué dans un ensemble de boucles
cortico-sous-cortico-thalamo-corticales qui assure la régulation de fonctions motrices,
associatives et limbiques (Alexander et al., 1986). Le striatum recoit des projections de
différentes aires corticales qui définissent la fonction du réseau. On distingue ainsi
schématiquement le striatum dorsal, qui recoit des projections des aires corticales motrices,
et le striatum ventral, aussi appelé noyau accumbens (NAc), qui recoit des projections des
aires préfrontales. La partie dorsale du striatum est donc impliquée préférentiellement dans
le controle et I'apprentissage moteur (circuit moteur) alors que le NAc intervient dans la
régulation des processus motivationnels (circuit limbique).

Le striatum est constitué essentiellement (environ au 95%) de neurones de projection
GABAergiques dits medium spiny neurons (MSNs; voir paragraphe suivant) qui controlent les
structures de sortie des GB : la SN réticulée (SNr, principale structure de sortie chez le
rongeur) et le GP interne (GPi, ou noyau entopedunculaire (EP) chez le rongeur). Cette
liaison se fait au travers de deux voies dites "directe" et "indirecte". La voie directe,
inhibitrice et monosynaptique, met en jeu les MSNs qui expriment la substance P (SP), la
dynorphine, les récepteurs dopaminergiques D1 et les récepteurs muscariniques de type 1
(M1) (Gerfen, 1992; Ince et al., 1997) ; la voie indirecte est polysynaptique et constituée des
MSNs qui expriment les enképhalines (Enk), les récepteurs dopaminergiques D2, les
récepteurs a l'adénosine A2A et les récepteurs muscariniques M4 en plus des M1
(Schiffmann et al., 1991; Gerfen, 1992). Les MSNs de la voie indirecte controlent I'activité de
la SNr via deux noyaux relais : ils contactent d’abord le GP externe (GPe ou GP chez le
rongeur) dans la boucle motrice et le pallidum ventral dans la boucle limbique, qui envoient
a leur tour des projections inhibitrices vers le NST, seule structure glutamatergique des GB,

lequel exerce une action excitatrice sur la SNr. La voie indirecte a donc un effet in fine
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excitateur sur la SNr, contrairement a la voie directe qui est inhibitrice (Albin et al., 1989)
(Figure 7).

Dans la boucle motrice, la SNr exerce un contréle tonique inhibiteur sur le cortex
moteur via le thalamus latéral. L’activation de la voie striatale directe va réduire ce controle
inhibiteur et permettre ainsi la réalisation d'un mouvement. A l'inverse, I'activation de la
voie indirecte va renforcer l'inhibition du thalamus et empécher le mouvement. Des
données récentes montrent assez clairement que, lors d'un mouvement, les deux voies
s'activent de facon simultanée, sans doute afin de stimuler et inhiber, respectivement, le
programme moteur approprié et les programmes concurrents (Cui et al., 2013). Enfin, il
faudrait considérer les voies directe et indirecte non pas comme deux compartiments
séparés, mais plutét comme un réseau de neurones interconnectés qui interagissent entre
eux et avec d'autres structures cérébrales afin de produire un message efférent cohérent
pour la bonne réalisation du mouvement ; d'autant plus que la ségrégation des projections
"directes" et "indirectes" ainsi que des marqueurs de population neuronale (récepteurs D1,
D2 etc.) n'est pas absolue (Calabresi et al., 2014).

Les neurones dopaminergiques de la substance noire compacte (SNc) projettent
massivement sur le striatum dorsal et exercent une influence opposée sur ces deux voies au
travers de I'expression différentielle des récepteurs dopaminergiques par les deux types de
MSNs : excitatrice sur les MSNs de la voie directe (MSNs D1) au travers des récepteurs D1, et
inhibitrice sur ceux de la voie indirecte (MSNs D2) au travers des D2 (Figure 7). La dopamine
est donc essentielle pour maintenir I'équilibre entre I'activité des deux voies trans-striatales
et assurer ainsi I'exécution correcte du mouvement. De plus, elle exerce une action

présynaptique inhibitrice au travers des récepteurs de type D2.
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Figure 7 : Organisation générale des GB et place du striatum au sein de ce réseau.

Abréviations : ChAT, choline acétyl transférase ; CIN, interneurone cholinergique ; CR, interneurone a
calrétinine ; D1, récepteur a la dopamine de type 1 ; D2, récepteur a la dopamine de type 2 ; Dyn, dynorphine ;
SP, substance P ; Enk, enképhaline ; GP, globus palidus ; MSN, neurone épineux moyen ; NST, noyau
subthalamique ; PV, interneurone a paravalbumine ; SNc, substance noire compacte ; SNr, substance noire
réticulée ; SOM, NPY, NOS, interneurone a somatostatine, neuropeptide Y et oxyde nitrique synthase.

I.2. Les différents types neuronaux du striatum

Comme mentionné ci-dessus, le striatum est constitué a 95% de neurones GABAergiques
épineux de projection, les MSNs. Il comprend également des populations d’interneurones
GABAergiques et cholinergiques (cholinergic interneurons, CINs) (Gittis and Kreitzer, 2012;
Tremblay et al., 2016). Les interneurones regoivent des connexions majoritairement en
provenance du cortex et du thalamus, et contactent préférentiellement les MSNs. Bien
gu’en faible nombre, ils possedent des propriétés morphologiques et fonctionnelles qui en
font des acteurs cruciaux capables de moduler I'afférence et I'efférence striatale au travers
des micro-circuits qu’ils décrivent (Tepper and Bolam, 2004). On peut identifier 3 types
d’interneurones GABAergiques et au moins deux patrons de décharge différents sous
lesquels les regrouper (Kawaguchi et al., 1995; Tepper and Bolam, 2004; Kreitzer, 2009). Les
interneurones qui expriment la PV répondent a une injection de courant par une décharge
rapide et prolongée ; de ce fait ils sont connus comme les « fast-spiking interneurons » (FS).
Les interneurones qui expriment la SOM possedent une plus faible fréquence de décharge et

un « potentiel plateau », et ils sont connus pour avoir un seuil de déclenchement du PA trés
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bas ; ainsi ils sont nommés « low-threshold spiking » (LTS). Le troisieme type exprime la
calretinine et il n’est pas bien décrit, mais ces interneurones possederaient les mémes
caractéristiques de décharge que les LTS (Tepper and Bolam, 2004) (Figure 8). Enfin, les CINs
sont aisément identifiables, caractérisés par [I'expression d’un courant activé par
I'hyperpolarisation et d’une activité de décharge tonique spontanée en conditions

physiologiques (Wilson et al., 1990).

MSN

— Figure 8 : Réponses électrophysiologiques de différents types

—— — neuronaux du striatum a des courants hyper- et dépolarisants,
enregistrées en configuration cellule entiére.
Fs Les MSNs ont une faible résistance d’entrée, ils présentent une

LiAAAAL rectification entrante et un décalage de l'initiation de la décharge.
/ . Les interneurones PV (ou FS) ont une faible résistance d’entrée et
un patron de décharge rapide caractéristique. Les interneurones

SOM/NPY/NOS (ou LTS) ont une résistance d’entrée élevée et sont

} \ ” H]J “} | I\H LTS caractérisés par I'expression d’un potentiel plateau qui persiste
‘.',),,lt/: ,i,,“h!., Vi apres l'injection de courant (les interneurones CR ont un profil
—~ e similaire).

(D’apres Kreitzer, 2009)
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- Les neurones épineux moyens (MSNs)
Au niveau local, les deux classes de MSNs regoivent des afférences des interneurones ainsi
que des collatérales des autres MSNs (Tepper and Bolam, 2004). Les MSNs recoivent la
majorité des afférences externes au striatum (Somogyi et al., 1981). Par contre, ce sont les
MSNs striatopallidaux qui recoivent la plus grande partie des afférences corticales
sensorimotrices (Parthasarathy and Graybiel, 1997) (Berretta et al., 1997). Au-dela de cette
connectivité, les deux types de MSNs partagent la quasi-totalité de leurs propriétés
morphologiques et électrophysiologiques. Ce sont des cellules de taille moyenne avec un
soma de 10 a 20 um et une arborisation dendritique densément recouverte d'épines qui
s’étend sur environ 200 um (lzzo et al., 1987), d’ou ils tirent leur appellation. lls sont
caractérisés par une faible résistance d’entrée (autour de 80 MQ) et un potentiel de repos
hyperpolarisé (autour de -80 mV) (Kita et al., 1984), et leur patron de décharge est faconné

par plusieurs types de conductances potassiques (Nisenbaum and Wilson, 1995) (Figure 8).
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L'ensemble de ces propriétés est favorisé par I'expression de canaux potassiques Kir a
I'origine d’un courant rectifiant entrant. La dépolarisation de la membrane entraine une
inactivation des canaux Kir et une activation des courants potassiques de type A a
désactivation rapide (Kv4.2) et lente (Kv1.2) ainsi que la mise en jeu de conductances
potassiques persistantes (Kv7). L'ensemble de ces mouvements potassiques ("synergie du
potassium") sous-tend une dépolarisation lente et un décalage (retard) de I'émission du
premier PA (Surmeier et al., 1989; Nisenbaum et al., 1996). La dépolarisation et I'émission de
PAs entrainent aussi une entrée de calcium qui activera des canaux potassiques calcium-
dépendants a basse (SK) et haute conductance (BK), limitant la fréquence de décharge des
MSNs (Bargas et al., 1999). Cependant, les propriétés des canaux Kir sont différentes dans
les MSNs striatopallidaux, avec une désactivation plus rapide (Mermelstein et al., 1998) et
une inhibition plus efficace suite a 'activation des récepteurs M1 (Shen et al., 2007). Ces
données sont corroborées par le fait que ces MSNs présentent une plus forte excitabilité en
tranche (Kreitzer and Malenka, 2007).

In vivo, les MSNs présentent un patron de décharge irrégulier qui s"accompagne d’un
changement de potentiel de membrane passant de -90/-70 mV a -60/-40 mV. Ces différents
états ont été respectivement nommés « Down state » et « Up state ». La décharge n’est
observée qu’en I'état Up mais tous les états Up ne sont pas forcément associés a I'émission
de PAs (Wilson and Groves, 1981). Ce sont les propriétés de membranes ainsi que le type et
la cohérence de I'activité provenant du cortex et du thalamus qui régissent la nature de
I’état adopté par les MSNs (Wilson and Kawaguchi, 1996). Au repos, le maintien du Down
state est di a une forte expression des canaux Kir qui limite la dépolarisation de la
membrane. Le passage en Up state est favorisé par l'activation conjuguée de plusieurs
afférences glutamatergiques pour dépolariser suffisamment le MSN et bloquer les Kir
(Blackwell et al., 2003). L'intensité du passage en Up state est déterminée par des
conductances potassiques voltage-dépendantes faisant suite a une dépolarisation et qui en
limitent la durée (Wilson and Kawaguchi, 1996). Enfin le passage en Up state s’accompagne
d’un changement des propriétés de conductances des MSNs. Cependant, des études plus
récentes suggerent que ce type d'activité ne soit pas la seule possible : d'autres patterns
apparaissent en fonction de l'activation des différents inputs corticaux, ainsi que du type

d'anesthésie utilisé au cours des enregistrements in vivo (Mahon et al., 2003). Enfin, alors
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gue la signalisation glutamatergique passe par les récepteurs AMPA en état Down, lors de

I'état Up elle s’effectue aussi via les récepteurs NMDA (Carter and Sabatini, 2004).

- Les interneurones PV (ou FS)
Ces interneurones ont un diamétre du soma de 16 a 18 um et possedent une arborisation
dendritigue compacte et sphérique qui s’étend sur 200 a 300 um (Kita et al., 1990;
Kawaguchi, 1993). Ce sont les cellules du striatum les plus réactives pour la GAD67 (Kita et
al., 1990; Lenz et al., 1994). Bien que peu nombreux (environ 1% de la population totale), ces
interneurones semblent cruciaux dans la régulation du message efférent du striatum. lls sont
prépondérants dans la partie dorsolatérale du striatum (Bennett and Bolam, 1994) suggérant
leur implication dans l'intégration sensorimotrice. lls recoivent peu d’afférences, mais avec
des origines variées, qui forment souvent des contacts multisynaptiques (Ramanathan et al.,
2002). Les interneurones PV contactent principalement les MSNs avec lesquels ils forment
des synapses proximales qui inhibent I'émission des PA. Un MSN donné recoit des synapses
inhibitrices de 4 a 27 interneurones PV différents, alors que un méme interneurone PV peut
contacter jusqu’a 500 MSNs. De facon intéressante, un seul de ces interneurones peut
retarder la décharge de plusieurs MSNs (Kods and Tepper, 1999). Certains critéres
morphologiques permettent d’identifier différents sous-types d’interneurones PV, mais nous
ne les détaillerons pas. Les interneurones PV partagent les mémes propriétés
électrophysiologiques que leurs homologues corticaux, a savoir une courte durée du PA, une
fréquence de décharge élevée et I'établissement de jonctions communicantes (gap junction)
avec les autres interneurones PV (Kawaguchi, 1993). lls sont hyperpolarisés au repos (autour
de -80 mV) et présentent une faible résistance d’entrée (50-150 MQ). lls sont caractérisés
par une décharge soutenue pouvant atteindre plus de 400 Hz et une petite adaptation en

réponse a un courant dépolarisant (Tepper et al., 2010) (Figure 8).

- Les interneurones SOM (ou LTS)
Plusieurs études ont montré que ces interneurones GABAergiques (Kubota and Kawaguchi,
2000) co-expriment la SOM, le neuropeptide Y et la NADPH diaphorase (considérée comme
une oxyde nitrique synthase) (Vincent et al., 1983; Vincent and Johansson, 1983; Hope et al.,

1991). Les interneurones SOM sont décrits comme possédant un soma rond, allongé ou
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polygonal, d’'un diametre de 9 a 25 um. Leurs arborisations dendritiques sont simples,
formant peu de branches et couvrant une zone d’environ 600 um de diamétre autour du
corps cellulaire (DiFiglia and Aronin, 1982; Kawaguchi, 1993). Par contre leurs axones sont
remarquables car ce sont les moins ramifiés mais les plus longs parmi les neurones striataux
(Kubota and Kawaguchi, 2000). Les caractéristiques électrophysiologiques majeures qui les
distinguent des autres populations striatales sont : I'émission de PAs calciques de bas seuil
(due aux canaux calciques voltage-dépendants de bas seuil de type T), une résistance
d’entrée trés élevée (>600 MQ2), un potentiel de repos dépolarisé (-55 mV) et I'expression de
potentiels de plateau de longue durée (observables aprés une simple dépolarisation au
repos, sous forme de rebond en réponse a l'injection d’un fort courant hyperpolarisant, ou
bien aprés a un potentiel synaptique excitateur de forte intensité). Leurs PAs sont de longue
durée (1 ms pour atteindre la moitié de leurs amplitude) (Kawaguchi, 1993) (Figure 8). Les
interneurones LTS recoivent des afférences glutamatergiques en provenance du cortex et
dopaminergiques en provenance de la SNc (Kubota et al., 1988; Vuillet et al., 1989) mais ne
semblent pas étre une cible des projections thalamiques (Kachidian et al., 1996). lls sont
également ciblés par les neurones du GP (Bevan et al., 1998) et par les CINs (Vuillet et al.,

1992).

- Les interneurones a calrétinine
Trés peu d’informations sont disponibles sur ce sous-type d’interneurones striataux. Ce sont
des neurones non épineux de taille moyenne (12-20 um de diametre) présentant une
arborisation dendritique peu dense et fine, qui représentent environ 1% de la population
striatale (Bennett and Bolam, 1993; Rymar et al., 2004). Du point de vue
électrophysiologique, ils seraient assimilables aux interneurones SOM (Figure 8), bien que

peu d’études aient été réalisées (Tepper and Bolam, 2004; Tepper et al., 2010).

—> Les interneurones cholinergiques (CINs)
Le striatum contient également des interneurones cholinergiques (CINs), qui seront traités

de facon plus exhaustive dans cette introduction (partie 1V).
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I1I. TRANSMISSION ET PLASTICITE SYNAPTIQUE

III.1. Les récepteurs

Dans le systeme nerveux central des mammiféres adultes, la plupart des synapses sont de
type chimique, alors que les synapses électriques sont minoritaires et reléguées a d'autres
tissus ou a des stades embryonnaires. Dans ce paragraphe nous allons donc traiter les
récepteurs des principaux neurotransmetteurs dont le réle a été identifié et caractérisé au
niveau du cortex et du striatum, les deux régions du cerveau qui font I'objet de cette thése.
Les récepteurs peuvent étre divisés en deux grands groupes : les récepteurs

ionotropiques et les récepteurs métabotropiques :

- Récepteurs ionotropiques
Ce sont des protéines canaux permettant une transmission rapide du signal nerveux. Apres
liaison du neurotransmetteur, la protéine change de conformation, passant d’un état fermé
a un état ouvert. lls peuvent étre perméables a des cations (sodium, potassium, calcium) ou

a des anions (chlore).

- Récepteurs métabotropiques
Ce sont des récepteurs couplés a des protéines G : une fois le récepteur activé, son action
dépend donc du type de protéine G a laquelle il est associé. lls se nomment ainsi GPCRs (G
protein-coupled receptors), et ils sont formés de sept domaines protéiques
transmembranaires ancrés dans la membrane. Ils possédent un large domaine N-terminal
extracellulaire, leurs sept segments transmembranaires sont reliés entre eux par des courtes

boucles extra- et intracellulaires, et le domaine C-terminal est de taille variable.

Ill.1.a. Les récepteurs du glutamate

- Récepteurs ionotropiques du glutamate (iGlu)
Chacun de ces récepteurs représente une combinaison hétérotétramérique de sous-unités.
La zone perméable aux ions est formée par une boucle en épingle a cheveux située au

niveau de la membrane. Il y a trois types de récepteurs ionotropiques au glutamate,
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nommeés par rapport a leurs agonistes sélectifs synthétiques : les AMPA (amino-3-hydroxy-5-
méthyl-4-ioxasole-propionate), les NMDA (N-méthyl-D-aspartate) et les kainate (KAR).

Récepteur AMPA : |l existe quatre sous-unités différentes des récepteurs AMPA
codées par quatre génes : GluR1, 2, 3 et 4. La sous-unité GIuR2 est en général retrouvée au
moins une fois dans chaque tétrameére, conférant I'imperméabilité au calcium (Bowie, 2012).
Elle est combinée avec GluR1l et/ou GIuR3, la sous-unité GIuR4 étant essentiellement
exprimée pendant le développement.

Récepteur NMDA : On peut trouver six sous-unités différentes pour les récepteurs
NMDA : NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3. Dans chaque tétramére on retrouve de facon
obligatoire la sous-unité NR1, qui comporte le site de fixation d’un co-agoniste (glycine ou D-
sérine) nécessaire a l'activation du récepteur, combinée a trois autres sous-unités (un
récepteur NMDA constitué uniquement de sous-unités NR2 et NR3 n’est pas fonctionnel). Il
est a noter qu’au cours du développement les sous-unités NR2B sont en grande partie
remplacées par NR2A, alors que chez I'adulte les NR2B sont généralement trouvées dans des
récepteurs NMDA extrasynaptiques (Watanabe et al., 1993).

Recepteur kainate : Il existe 5 sous-unités pour ces récepteurs : GluR5, GIuR6, GIuR7,
KA1l et KA2. Les sous-unités KA1 et 2 possédent une faible affinité pour le kainate alors que

les sous-unités GIuR5 a 7 présentent une forte affinité (Lerma, 2006).

- Récepteurs métabotropiques du glutamate (mGlu)

Ces récepteurs possédent une structure particuliere, car le site de fixation du glutamate
s’organise en deux domaines globulaires pivotants, situés au niveau du domaine N-terminal,
qui se referment lorsque le glutamate s’y lie. Ce domaine est aussi appelé venus flytrap
domain pour sa ressemblance avec la plante carnivore Dionaea muscipula (dionée attrape-
mouche, en anglais Venus flytrap). Il existe huit sous-types de récepteurs mGlu classés en
trois groupes en fonction de leur homologie de séquence, de leur pharmacologie, de leur
voie de transduction et de leur localisation cellulaire (Nicoletti et al., 2011).

Groupe | : Il comprend mGlul et mGlu5. Ils sont couplés positivement a la
phospholipase C (PLC) via des protéines G de type Gq. La PLC induit la formation d’inositol
triphosphate (IP3) qui permet la libération de calcium des stocks intracellulaires. Elle induit

aussi la formation de diacylglycerol (DAG), un activateur de la protéine kinase C (PKC). Les
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mGlu du groupe | sont principalement postsynaptiques et modulent I'activité des canaux
ioniques et des iGlu.

Groupe ll et lll : Le Groupe Il inclut mGlu2 et mGlu3, alors que mGlu4, mGlu6, mGlu7
et mGlu8 font partie du Groupe Il (mGlu6 est exprimé exclusivement dans la rétine). Les
Groupes Il et Il sont couplés négativement a I'adénylate cyclase (AC) via une protéine G de
type Gi/Go. L'activation de ces récepteurs induit une diminution de production d’AMPc
(Adénosine monophosphate cyclique) et donc une baisse d'activité de la protéine kinase A
(PKA). Les récepteurs mGlu des Groupes Il et Ill sont essentiellement présynaptiques et
modulent négativement la libération de neurotransmetteur en agissant comme des auto- et

des hétéro-récepteurs.

IIL.1.b. Les récepteurs de l'acétylcholine

- Récepteurs nicotiniques (nACh) ionotropiques
Ils sont nommeés ainsi car ils partagent un agoniste commun, la nicotine. Les récepteurs nACh
participent a une grande variété de fonctions physiologiques incluant la régulation de
I'excitabilité neuronale et la libération de neurotransmetteur. lls peuvent étre localisés au
niveau pré- ou postsynaptique et de maniere extrasynaptique, ou ils prennent part a la
communication de type volumique (Albuquerque et al., 2009). La description de la
composition de base du récepteur découle de travaux réalisés sur le muscle, ou le nACh est
une structure pentamérique comprenant deux sous-unités alpha (a) et trois autres sous-
unités distinctes : beta (B), delta (6) et gamma (y). La présence d’une paire de cystéine au
début du premier domaine transmembranaire est requise pour la liaison avec I'agoniste
(Karlin et al., 1986) et détermine le type de la sous-unité alpha (Lukas et al., 1999). Dans le
systeme nerveux, les récepteurs nACh sont des pentameres constitués par des combinaisons
variées des différentes sous-unités alpha et beta (Dineley et al., 2015). Dans le cerveau des
mammiféres on retrouve huit types de sous-unités alpha (alpha2-7, 9 et 10) et trois types de
sous-unités beta (beta2-4). Les différentes combinaisons d’assemblage changent les
propriétés des récepteurs nACh, notamment du point de vue de la perméabilité aux cations,
de I'affinité pour les agonistes et de la désensibilisation (Dani and Bertrand, 2007). Dans le
striatum, les pentameéres les plus présents sont ceux contenant les sous-unités alpha4-beta2

et alpha6-beta2 (Clarke et al., 1985).
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- Récepteurs muscariniques (mACh) métabotropiques
Ils sont nommés ainsi puisqu’ils lient tous un agoniste commun : la muscarine. Cing géenes
distincts codent pour 5 sous-types de récepteurs différents, notés M1 a M5, couplés aux
protéines G. lls peuvent apparaitre sous la forme d’un ensemble homomeérique ou
hétérodimérique. La forme dimérique a une grande influence sur la pharmacologie du ligand
et la voie de signalisation cellulaire activée (Devi, 2001). lls sont divisés en deux groupes
selon l'impact qu’ils ont sur l'activité des neurones. Le groupe M1l-like comprend les
récepteurs M1, M3 et M5 qui mobilisent I'lP3 et le DAG via I'activation spécifique de la PLC,
ce qui aura pour effet d’augmenter la concentration de calcium intracellulaire (Caulfield and
Birdsall, 1998). lls activent également d’autres messagers intracellulaires comme I'oxyde
nitrique et la phospholipase A2, qui ont les mémes effets intracellulaires mais moins
marqués (Lanzafame et al.,, 2003). Les M1-like sont opposés au groupe M2-like, qui
comprend les récepteurs M2 et M4 couplés a la protéine Gi/a : ils inhibent 'activité de I'AC
(Caulfield and Birdsall, 1998) et prolongent I'ouverture de canaux potassiques (Lanzafame et
al., 2003; Kruse et al., 2014). Dans certains cas, les sous-unités beta et gamma de la protéine
G jouent un role crucial dans la signalisation cellulaire, par exemple en activant la PLC
lorsque c’est le récepteur M2 qui est mis en jeu. L'interface entre le récepteur et la protéine
G peut parfois étre un site d’action pour des substances exogénes comme les anesthésiques,
qui peuvent déstabiliser de maniére sélective l'interaction entre le récepteur M1 et la
protéine G (Murasaki et al., 2003). Enfin, les récepteurs mACh peuvent également présenter
une activité constitutive et avoir un impact direct sur la signalisation intracellulaire (Caulfield

and Birdsall, 1998).

II.1.c. Lesrécepteurs de la dopamine

Jusqu’a aujourd’hui, il n’a été identifié que des récepteurs métabotropiques pour la
dopamine. Il existe 5 sous-types différents, séparés en deux groupes : les D1-like (D1 et D5)
et les D2-like (D2, D3 et D4) (Vallone et al., 2000). Cette séparation est basée sur la présence
d’introns dans leurs séquences codantes (Gingrich and Caron, 1993) mais surtout sur leur
capacité a moduler la production d’AMPc : en effet, les D1-like sont couplés positivement a
I'AC via la protéine Gs, alors que les D2-like sont couplés a la protéine Gi qui entraine

inhibition de I’AC. Les D1-like sont exclusivement présents sur le compartiment
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postsynaptique, comme au niveau des MSNs par exemple, alors que les D2-like, ils sont a la
fois présents sur les compartiments pré- et postsynaptiques (Rankin and Sibley, 2010;
Rondou et al., 2010). Ces récepteurs présentent également une activité constitutive,
indépendante de la mise en jeu des protéines G (Luttrell and Lefkowitz, 2002).

Certaines études rapportent qu’au-dela de leurs signaux de régulation de 'AMPc, les
récepteurs dopaminergiques peuvent également étre couplés a la protéine Gq et ainsi
réguler la PLC ainsi que la production d’'IP3 et de DAG. Ce dernier active la PKC, pendant que
I'lIP3 favorise I'augmentation des réserves intracellulaire de calcium (Friedman et al., 1997;
Lee et al., 2004; Sahu et al., 2009). Les niveaux de calcium intracellulaire peuvent également
étre modulés suite a la mise en jeu des récepteurs D2-like, qui agissent soit directement sur
les canaux ioniques soit sur les stocks intracellulaires (Nishi et al., 1997; Missale et al., 1998).

Lorsqu’ils sont localisés au niveau présynaptique, ils jouent le role d’autorécepteurs
et d'hétérorécepteurs fournissant un mécanisme de rétrocontrbéle négatif qui permet
d’ajuster le taux de décharge neuronale ainsi que la synthese et la libération de
neurotransmetteur, en réponse aux variations extracellulaires des niveaux de dopamine (
Wolf and Roth, 1990; Sibley, 1999).

Dans le striatum, ce sont surtout les récepteurs D1 et D2 qui sont fortement exprimés
(Gerfen, 2000). En particulier, cette structure est enrichie, au niveau des MSNs, de la
protéine DARPP-32 (dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein, 32 kDa). La DARPP-32
est une cible pour la PKA et la proteine kinase GMPc dépendante (PKG) : une fois
phosphorylée, elle devient un puissant inhibiteur de la protéine phosphatase 1 (PP1), qui est
un régulateur de I'état de phosphorylation/activation de plusieurs cibles dont, notamment,

les récepteurs AMPA et NMDA (Greengard et al., 1999).

II.1.d. Les récepteurs de I’acide y-aminobutyrique

- Les récepteurs ionotropiques du GABA
L’acide y-aminobutyrique (GABA) est le neurotransmetteur prépondérant des GB. Il va créer,
au travers du récepteur ionotropique au GABA (GABA,), une inhibition synaptique rapide et
extrasynaptique tonique, et cela dans chaque et entre les différents noyaux du réseau

(Tepper and Bolam, 2004).
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Chez les mammiféres, le récepteur GABA, est formé par un assemblage
hétéropentamérique de sous-unités, appartenant a une famille de 19 sous-unités codées par
des genes distincts (alab, B1- B3, y1-¥3, §, €, 6, m et p1-p3) (Korpi et al., 2002; Whiting,
2006). Une analyse de la totalité du tissu cérébral révele que la combinaison la plus
abondante du cerveau est celle qui comprend deux sous-unités al (dans 61% du tissu
analysé) (Benke et al., 2004). D’autres analyses révelent que la combinaison de sous-unités
prépondérante au sein du striatum contiendrait le plus souvent a4, B et & (Bencsits et al.,
1999). Les différentes combinaisons de sous-unités sous-tendent la diversité fonctionnelle
des divers pentaméres.

Les récepteurs GABA, appartiennent a la grande famille des récepteurs ionotropiques
a « boucle cys-cys » (comme le récepteur nicotinique) (Unwin, 2005). C'est la liaison de deux
molécules de GABA sur le domaine extracellulaire du récepteur qui va induire un
changement conformationel de I'oligomere et permettre I'entrée du chlore, a I'origine d’une
hyperpolarisation dans la plupart des neurones matures (Baumann et al., 2003). La liaison du
GABA se fait précisément a l'interface entre la sous-unité a et la sous-unité B, et cette
derniére est cruciale pour la sélectivité ionique du pore (Jensen et al., 2002).

Du fait de sa diffusion depuis la fente synaptique, une faible concentration de GABA
est toujours présente a I'extérieur de la synapse, et participe a une activation tonique des
récepteurs extrasynaptiques (Brickley et al., 2001; Maguire et al., 2005). Cette inhibition
tonique est découplée des évenements synaptiques, ce qui entraine un tonus inhibiteur
continu au niveau des neurones, impactant leur résistance d’entrée et donc |'efficacité et
I'intégration synaptique. In fine, ce phénomene va surtout influencer la taille des réponses
excitatrices au niveau des dendrites (Farrant and Nusser, 2005). La sous-unité 6 participe au
caractére extrasynaptique du récepteur et donc a la conductance inhibitrice tonique (Stell et
al., 2003; Cope et al., 2005). En effet, dans le striatum les récepteurs de type a4B6 sont
souvent extrasynaptiques, présentent une haute affinité pour le GABA et une faible

désensibilisation, ce qui contribue a une réponse tonique au GABA.

- Les récepteurs métabotropiques du GABA
De nombreuses études ont montrés que le récepteurs GABAg était majoritairement couplé

aux protéines G de type Gja et Goa (Campbell et al., 1993; Menon-Johansson et al., 1993;
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Greif et al., 2000). Il est maintenant bien connu que les récepteurs GABAg présynaptiques

diminuent I'influx de calcium en inhibant les canaux calciques sur une partie restreinte de la

membrane au travers de l'action des sous-unités de la protéine G (BY). Les récepteurs

postsynaptigues quant a eux, déclenchent I'ouverture de canaux potassiques, également via

I'intervention de sous-unités GBY, entrainant une hyperpolarisation qui sous-tend la phase
tardive des courants postsynaptiques inhibiteurs (Liischer et al., 1997; Schuler et al., 2001).

Le récepteur GABA; influence également positivement ou négativement I'AC, selon la mise

en jeu de Gia, Goa et/ou des sous-unités GBY (Simonds, 1999). Des analyses utilisant le
systéme de double hybride ont montré I'existence d’au moins deux isoméres différents de
récepteurs GABAg qui interagissent : GABAg(1) et GABAg(y) (Kuner et al., 1999; White et al.,
1998). Ces deux sous-unités sont co-exprimées pour former un récepteur fonctionnel (Jones
et al., 1998; Kaupmann et al., 1998). Chaque groupe de sous-unités comporte également des

sous-classes que je ne détaillerais pas.

II.1.e. Autres récepeteurs

Je viens d’énumérer les principaux types de récepteurs que I'on retrouve et associés aux
neurotransmetteurs prépondérants dans le striatum et le cortex, mais au sein de ces
structures il en existe d’autres. Dans ce paragraphe, je vais brievement en aborder quelques-
uns.

Dans le cortex et dans le striatum, en particulier sur les CINs, on retrouve |'expression
de récepteurs métabotropiques a la sérotonine (5-HT). Les récepteurs 5HT-1A sont couplés
aux protéines Gi/Go et ont une activité inhibitrice (Avesar and Gulledge, 2012), alors que les
récepteurs 5HT-2A, couplés a la protéine Gqg, ont une action stimulatrice (Blomeley and
Bracci, 2005; Weber and Andrade, 2010). Les récepteurs 5HT-6 et 7 sont également
exprimés par les CINs et vont stimuler leurs activité via un couplage avec la protéine Gs
(Bonsi et al., 2007). D’autre part, la sérotonine est connue depuis longtemps pour avoir des
effets hétérogeénes sur les neurones corticaux (Araneda and Andrade, 1991; Davies et al.,
1987).

Au niveau striatal, on retrouve également des récepteurs a I'histamine, aux opioides,

aux tachykinines et aux endocannabinoides. Il existe quatre types de récepteurs
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métabotropiques a I’histamine, notés H1, H2, H3 et H4 (Parsons and Ganellin, 2006). Les
récepteurs H1, 2 et 3 sont retrouvés dans le striatum ; les deux premiers sont
respectivement couplés au protéines Gq et Gs favorisant ainsi I'activité des CINs, et le
troisieme, couplé a la protéine Gi, est un autorécepteur inhibiteur retrouvé sur les
afférences histaminiques du striatum (Haas et al., 2008).

Les récepteurs aux opioides (comme I'enképhaline ou la dynorphine) sont de nature
métabotropique et sont représentés par trois types différents notés 4, k et . lls sont tous les
trois couplés a la protéine Gi (Mansour et al.,, 1994; Tso and Wong, 2003), cependant les
récepteurs k peuvent également étre couplés a la protéine Gs (Crain and Shen, 1996) selon
la concentration extracellulaire en agoniste (Claye et al., 1996). Les récepteurs de type pu
sont co-exprimés avec la choline acétyltransferase dans les CINs et le pourcentage de co-
expression est variable au cours de la journée (Jabourian et al., 2005). Enfin, il a été montré
gue la stimulation de chaque type de récepteur aux opioides entraine la diminution de la
libération d’ACh dans le striatum (Mulder et al., 1984; Schoffelmeer et al., 1997; Ponterio et
al., 2013).

Les récepteurs aux tachykinines (comme la substance P) sont représentés dans le
striatum par les récepteurs métabotropiques NK1 exprimés par les CINs (Richardson et al.,
2000). Leur activation stimule I'activité de ces interneurones (Aosaki and Kawaguchi, 1996;
Preston et al., 2000).

Les récepteurs du NPY (Y1, 2, 4 et 5) sont tous couplés a une protéine Gi. lls
interviennent dans plusieurs processus physiologiques (régulation de la prise alimentaire, de
la pression artérielle et de la température, fonctions sexuelles, etc.). Le NPY aurait un effet
inhibiteur sur I'activité de décharge des neurones du NAc (van den Heuvel et al., 2015).

Enfin, les récepteurs métabotropiques de type CB1 sont activés par les
endocannabinoides : I'anandamide et le 2-arachidonoyl glycérol. Ce sont des récepteurs
localisés au niveau présynaptique, et modulent négativement la libération de

neurotransmetteur via leur couplage aux protéines Gi (Kendall and Yudowski, 2016).
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II1.2. Plasticité synaptique a long terme

Le cerveau posseéde la capacité de s’adapter et d’intégrer de nouvelles informations par des
phénomenes de mémorisation et d’apprentissage (Bliss and Collingridge, 1993; Bear and
Abraham, 1996). A l'échelle cellulaire, ces phénomenes, tout comme d’autres processus
cérébraux, font appel a la plasticité des synapses (Alkon and Nelson, 1990; Kandel, 1997;
Morris, 1999), qui est un processus par lequel la structure et le fonctionnement des synapses
sont modifiés en réponse a différents stimuli environnementaux. La notion de plasticité
synaptique a éclos du postulat de Hebb (1949), qui a proposé que lorsqu’un neurone A
permet |'activation répétée d’un neurone B, alors I'efficacité de la connexion entre les
neurones A et B est augmentée. Les premiéres évidences expérimentales de la « plasticité
Hebbienne » proviennent des travaux de Bliss et Lémo (Bliss and Lomo, 1973), qui montrent
gque des activations breves et répétitives de I'activité des synapses excitatrices de
I'hippocampe provoquent une augmentation persistante de I'efficacité de la transmission
synaptique, appelée potentialisation a long terme ou LTP (long-term potentiation).

Depuis, de nombreux travaux se sont intéressés aux différentes formes de plasticité
et aux mécanismes cellulaires/moléculaires sous-jacents. Les deux formes "classiques" de
plasticité synaptique sont la LTP et la dépression a long terme (long-term depression, LTD),
cette derniere consistant en une diminution a long terme de 'efficacité de la transmission
synaptique (Bliss and Gardner-Medwin, 1973; Bear and Malenka, 1994). La LTD et la LTP ont
été décrites dans plusieurs structures du cerveau, notamment dans [|'hippocampe, le
cervelet, le striatum, etc., avec des mécanismes aussi bien similaires que particuliers a
chaque structure. Dans ce paragraphe je me focaliserai exclusivement sur la plasticité
synaptique cortico-striée, trés bien caractérisée, et de celle au niveau de la couche V du
cortex moteur, qui au contraire n'a pas été trés étudiée.

Le glutamate et ses récepteurs occupent une place trés importante dans les
phénomenes de plasticité synaptique a long terme. En raison de leurs caractéristiques
biophysiques, ces récepteurs vont fonctionnellement se différencier au cours de ces
processus : les récepteurs NMDA, qualifiés de "détecteurs de coincidence" entre I'activité
pré- et postsynaptique, seront plus impliqués dans le déclenchement de la plasticité, alors

que les récepteurs AMPA seront plus impliqués dans son expression.
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II1.2.a. Plasticité synaptique cortico-striée

La synapse cortico-striée constitue la voie d’entrée prédominante au sein des GB et joue un
réle majeur dans l'apprentissage moteur, l'initiation et le controle d’'une multitude de
comportements. Les informations issues de 'ensemble des aires corticales convergent vers
le striatum, ou elles sont traitées et sélectionnées, avant d’étre transmises aux structures de
sortie. La mise en place correcte de ces messages efférents repose sur un ajustement et une
modification permanente de |'activité synaptique au sein des GB et en particulier du
striatum. C'est pourquoi les mécanismes de plasticité ainsi que toutes
modifications/modulations synaptiques de la voie cortico-striée sont cruciaux.

La voie cortico-striée est matérialisée par les neurones pyramidaux (IT et PT) des
couches corticales Ill, V et VI (Reiner et al.,, 2010; Shepherd, 2013), qui forment des
connexions glutamatergiques avec les MSNs et les interneurones du striatum. Sur les MSNs,
ils forment principalement des contacts au niveau de la téte des épines des dendrites
distales (Bouyer et al., 1984), mais parfois aussi au niveau du tronc (Kemp and Powell, 1971).

Chez le rat, le volume striatal occupé par I'arborisation dendritique d’un seul MSN
représente une zone ou environ 2840 MSNs se superposent et, dans ce méme volume, il y
aurait environ 380000 axones cortico-striés. Globalement, les neurones pyramidaux
effectuent peu de synapses avec les MSNs : en effet, un axone pyramidal ne serait a |'origine
qgue de 40 contacts synaptiques effectués sur seulement 1.5% des MSNs présents dans ce
méme volume striatal. Finalement, un MSN ne recoit que 1 a 4 synapses provenant d’un
neurone pyramidal (Kincaid et al., 1998).

En conditions de base, le glutamate libéré par la voie cortico-striée viendra
dépolariser un MSN via ses récepteurs AMPA. Cette synapse a été montrée comme étant
relativement faible, étant incapable d'activer les récepteurs NMDA (bloqués par le
magnésium au potentiel de repos des MSNs), voire déclencher un PA (Choi and Lovinger,
1997). Une stimulation simultanée de plusieurs fibres cortico-striées afférentes sur un méme
MSN sera donc nécessaire pour induire une dépolarisation suffisamment forte qui puisse
déinactiver les récepteurs NMDA et produire un PA (Calabresi et al., 2000a). Sur une échelle
de temps relativement plus longue, le glutamate peut aussi agir au travers des récepteurs
mGlu du groupe | présents sur les MSNs, qui peuvent contribuer a I'excitation du neurone.

Les MSNs recoivent également de nombreuses connexions GABAergiques provenant des
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autres MSNs et des interneurones, qui déclenchent une inhibition rapide a travers les
récepteurs GABA, (Tepper et al., 2004). En plus des signaux glutamatergiques et
GABAergiques, la synapse cortico-striée est modulée par I’ACh libérée par les CINs et par la
DA libérée par les afférences nigrales. D’ailleurs, dans le striatum, une interaction
fonctionnelle majeure a lieu entre I’ACh et la dopamine, qui retentit nettement sur la
synapse cortico-striée et de maniere générale sur I'ensemble des GB (Cohen et al., 2012;
Kosillo et al., 2016). L'intégration postsynaptique des signaux dopaminergiques se fait via les
récepteurs D1 et D2 des MSNs, et ce sont majoritairement via les récepteurs muscariniques
M1 que passeront les signaux cholinergiques.

Au niveau présynaptique, les afférences corticales expriment des récepteurs D2, M2
et CB1, qui ont tous un effet inhibiteur sur la libération du glutamate. Il est également
intéressant de noter que les terminaisons dopaminergiques nigro-striées possedent des
récepteurs nACh jouant un role important dans la transmission basale et la plasticité de la
synapse cortico-striée (Threlfell et al., 2010). L’ACh, dont la source striatale principale est
représentée par les CINs, occupe donc une place importante au coeur de cette synapse, car
elle peut non seulement agir directement sur les MSNs mais aussi moduler leurs principales
afférences.

L'ensemble de ces neurotransmetteurs et de leurs récepteurs permet a la synapse
cortico-striée de supporter les deux formes classiques de plasticité a long terme : la LTD et la

LTP (Fino et al., 2005; Calabresi et al., 2007; Lovinger, 2010).

- Dépression a long terme (LTD)
Au niveau de la synapse cortico-striée, c’est d’abord la LTD qui a été mise en évidence. Elle
peut étre induite grace a un protocole de stimulation a haute fréquence des fibres corticales
(trois trains de stimulation a 100 Hz) par une électrode placée sur le corps calleux, associée a
une décharge postsynaptique des MSNs (Calabresi et al., 1992a; Dupuis et al., 2014). La LTD
est associée a une diminution de la fréquence mais pas de I'amplitude des potentiels
postsynaptiques excitateurs "miniatures" (libération de glutamate non dépendante des PAs),
suggérant l'implication du compartiment présynaptique pour son expression (Choi and
Lovinger, 1997). Cette forme de plasticité n’est pas altérée en présence d’antagonistes des

récepteurs NMDA ou GABA4. Par contre, la LTD est abolie en présence d’antagonistes des
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récepteurs mGlu, D1 et D2 (Calabresi et al., 1992a). Elle nécessite également I'activation de
protéine kinase calcium dépendante et de l'activation sélective des récepteurs mGlul
(Gubellini et al., 2004, 2001). La stimulation de ces derniers entraine une augmentation de
calcium intracellulaire via les Cav1.3 (type L) (Kreitzer and Malenka, 2005) facilitant la
libération d’endocannabinoides, qui vont agir sur les récepteurs CB1 des terminaisons
corticales (Cui et al., 2015). L'activation de ces récepteurs inhibe la libération de glutamate,
contribuant a la LTD (Gerdeman et al., 2002; Wilson and Nicoll, 2002). La dopamine, au
travers des récepteurs D2, diminue les niveaux intracellulaires d’AMPc, ce qui va diminuer,
via la PKA, I'état de phosphorylation et donc I'activité de DARPP-32. Cela provoque une
désinhibition de la PP1 qui est un régulateur de [l'activité de nombreux effecteurs
physiologiques comme les récepteurs AMPA et NMDA (Yan et al., 1999). La libération de
dopamine dans le striatum est aussi sous le contréle positif des récepteurs nACh sur les
fibres dopaminergiques (Zhou et al., 2001; Threlfell et al., 2012a). La dopamine ainsi libérée
active les récepteurs D2 des CINs entrainant une diminution de la libération d’ACh et donc
une moindre stimulation des récepteurs M1 sur les MSNs. Ceci promeut la désinhibition des
canaux calciques Cavl.3 favorisant ainsi I'augmentation de la concentration de calcium
intracellulaire puis in fine la LTD (Di Filippo et al., 2009) (Figure 9). Un autre
neuromodulateur impliqué dans I'induction de la LTD est le NO (oxyde nitrique), libéré par
les interneurones SOM (NADPH-positifs) suite a la stimulation de récepteurs de type D1, qui

stimule I’activité de la voie de signalisation via la PKG (Calabresi et al., 1999c).
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Figure 9 : Principaux mécanismes moléculaires de la LTD cortico-striée.

Deux évenements combinés permettent I'induction de la LTD : d’une part la dépolarisation postsynaptique
active les canaux Cavl.3, d’autre part le glutamate stimule les récepteurs mGlul. L’activité de ces derniers et
I'augmentation de calcium intracellulaire favorisent la synthése d’endocannabinoides, qui vont agir sur leurs
récepteurs CB1 présynaptiques. L'action des CB1 entraine une diminution de la probabilité de libération du
glutamate a long terme. La dopamine, au travers des récepteurs D2, diminue les niveaux intracellulaires d’
AMPc, ce qui va diminuer, in fine, 'activité de DARPP-32. Cela provoque une désinhibition de la PP1, ainsi le
nombre de récepteurs AMPA et NMDA phosphorylés (activés) sera diminué. La dopamine diminue également
la quantité d’ACh libérée par les CINs, ce qui entraine une moindre stimulation des M1 sur les MSNs, qui
modulent les canaux calciques.

> Potentialisation a long terme (LTP)
La LTP cortico-striée a été plus longue a étre caractérisée car son induction est variable selon
la zone striatale considérée (Partridge et al., 2000) et elle est dépendante des récepteurs
NMDA postsynaptiques, qui sont bloqués par le magnésium au potentiel de repos.
Expérimentalement, cette désinhibition s’obtient soit en utilisant un milieu extracellulaire
sans magnésium (Calabresi et al., 1992b), soit en dépolarisant fortement le neurone
postsynaptique au cours de chaque train de stimulation (les mémes que pour la LTD)
(Chassain et al., 2016). La LTP cortico-striée est corrélée essentiellement a une augmentation
de sensibilité des récepteurs AMPA postsynaptiques (Shen et al., 2008). Concernant les
mécanismes, la désinhibition des récepteurs NMDA produit une forte augmentation de
calcium dans les MSNs qui déclenche I'activation de la protein kinase Il calmodulin-

dépendante (CaMKIl). La CaMKII entraine une augmentation du nombre et de la sensibilité
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des récepteurs AMPA au niveau postsynaptique, ce qui intensifie I'activité excitatrice du
glutamate (Barria et al., 1997). La LTP nécessite également |'activation des récepteurs D1 et
D5 (Kerr and Wickens, 2001; Schotanus and Chergui, 2008). Pour cela, la libération d'une
grande quantité de DA permettrait |'activation des récepteurs D1 (a faible affinité),
entrainant la modulation des niveaux intracellulaires d’AMPc via I'activation de I'AC (Kerr
and Wickens, 2001). Cette derniere, au travers de la PKA, va augmenter |'état de
phosphorylation de la DARPP-32, qui a son tour inhibe PP1 (Yan et al., 1999). Cet ensemble
de réactions permettra une augmentation du nombre de récepteurs AMPA et NMDA
phosphorylés a la membrane postsynaptique (Calabresi et al., 1999c). L’activité des
récepteurs M1 et des mGlu du Groupe | (mGlul et 5) est aussi requise pour l'induction de la
LTP, probablement via I'activation de mécanismes impliquant la PKC (Calabresi et al., 1999a;
Gubellini et al., 2003). Par contre la mise en jeu des récepteurs M2 aurait une influence
négative sur la LTP en réduisant la libération de glutamate au niveau des fibres corticales
(Calabresi et al., 1998) (Figure 10). L’étude de Shen (2008) montre I'implication des
récepteurs A2A dans la LTP. On sait que les MSNs de la voie directe expriment le récepteur
D1 et pas le A2A, alors que ceux de la voie indirecte expriment le D2 et le A2A (et faiblement
le D1) (Gerfen et al., 1990; Augood and Emson, 1994). La mise en jeu différentielle de ces
récepteurs favoriserait la potentialisation de I'une ou de l'autre voie de sortie striatale :
I'alternance et la coordination de I'expression de la plasticité sur les deux populations de

MSNs sont nécessaires pour I'exécution correcte de séquences d’actions (Lovinger, 2010).
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- Quelques hypothéses mécanistiques
Les différents patrons d’activité dopaminergique et cholinergique dans le striatum
pourraient influencer la plasticité a long terme cortico-striée de maniere bidirectionnelle :
une faible décharge tonique des afférences dopaminergiques entretiendrait la libération
d’un faible niveau de dopamine, ce qui jouerait en faveur de l'activité des récepteurs D2 de
haute affinité et de I'expression de la LTD ; a I'inverse, une activité élevée (phasique ou en
burst) concomitante a la décharge des fibres corticales favoriserait [|’activation des
récepteurs D1 de faible affinité et I'expression de la LTP (Reynolds and Wickens, 2000;
Lovinger et al., 2003). Dans la méme veine, une forte activité de décharge des CINs et la
stimulation des récepteurs mACh favoriserait la LTP (via une libération accrue de dopamine
et une stimulation des récepteurs M1), alors que la pause dans la décharge des CINs et

I'arrét de la stimulation de ces récepteurs interviendraient dans la LTD. Alternativement, la
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pause dans l'activité de décharge des CINs pourrait étre un facteur annonciateur de la LTP,
puisque cette période de non activité conduit a une moindre stimulation des récepteurs M2
et donc a une désinhibition des afférences corticales (Calabresi et al., 1998). Dans ce
contexte, il ne faut pas oublier que les CINs sont essentiellement sous le contréle des
afférences thalamiques. Cela implique que la LTP cortico-striée pourrait étre influencée par
une action combinée des afférences corticales, thalamiques et nigrales. In fine, il n'a pas
encore été déterminé si la LTD est un mécanisme spécifique, indépendant de la LTP, qui
influence les processus synaptiques : en effet, la LTD pourrait simplement jouer le réle d’
"assistant" de la LTP en augmentant le ratio signal/bruit, en réajustant le poids synaptique
et/ou en effagant les informations précédemment stockées sous forme de LTP (Massey and
Bashir, 2007). En effet, on connait des processus de dépotentialisation apres I'induction
d'une LTP cortico-striée (Picconi et al., 2003).

L'ensemble des mécanismes de LTD et LTP cortico-striée présentés ci-dessus a été
obtenu par des études ex vivo (sur tranche). Pour ce qui concerne la situation in vivo, il y a
beaucoup moins de données (Charpier and Deniau, 1997; Braz et al., 2017). Dans ce
contexte il est cependant intéressant de reprendre le concept de « Up and Down state »
pour ce qui concerne LTP et la LTD dans le cerveau d'un animal vivant : le Up state, en
permettant |'activation des récepteurs NMDA, favoriserait la LTP (NMDA-dépendante), alors
que le Down state serait plus propice a la LTD (NMDA-indépendante) et/ou empécherait

I'induction de la LTP (Calabresi et al., 2007).
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II1.2.b. La plasticité synaptique dans le cortex (couche V)

La plasticité synaptique au niveau de la couche V du cortex moteur a été trés peu étudiée et
caractérisée. Les neurones et les synapses impliqués dans ce processus sont schématisés
dans la figure 11. Je donnerai ici un bref résumé des données de la littérature,

principalement issues de travaux effectués dans I'"hippocampe.

- LTP
La LTP est généralement déclenchée par des stimulations répétées des fibres afférentes a la
couche V (généralement, I'électrode de stimulation est placée entre les couches IlI-lll et V),
chacune couplée a la dépolarisation du neurone postsynaptique (Bindman et al., 1988; Guo
et al., 2015).

Dans I'hippocampe, la LTP est dépendante de trois facteurs clés au niveau de I'élément
postsynaptique : sa dépolarisation (Malinow and Miller, 1986), I'activation des récepteurs
NMDA (Collingridge et al., 1983) et une augmentation de la concentration intracellulaire en
calcium (Malenka et al., 1988). La libération massive de glutamate déclenchée par les trains
de stimulation entraine l'activation des récepteurs AMPA et NMDA, dont découle une
succession de potentiels postsynaptiques excitateurs (PPSE) qui peuvent aussi déclencher
des PAs. La rétropropagation de ces PAs au niveau dendritique favorise I'activation de
canaux calciques voltage-dépendants (Larkum et al., 2001) et cette dépolarisation calcique
désinhibe les récepteurs NMDA (Ascher and Nowak, 1988). Ce couplage entre l'arrivée de
PAs rétrogrades et I'activation des récepteurs NMDA entraine transitoirement une nette
augmentation du courant calcique qui est a I'origine du déclenchement de la LTP (Malenka
et al., 1988). L'expression de la LTP se caractérise par des phénomeénes pré- et
postsynaptiques. Au niveau postsynaptique, les mécanismes les plus connus sont
I'augmentation du nombre de récepteurs AMPA (Malinow and Malenka, 2002; Song and
Huganir, 2002) et/ou l'augmentation de leur affinité pour le glutamate lorsqu’ils sont
phosphorylés (Malenka and Nicoll, 1999), notamment via la CaMKII (Barria et al., 1997). Au
niveau présynaptique, I'induction de la LTP entrainerait une augmentation de la quantité de
neurotransmetteur par vésicule et/ou une augmentation du nombre de molécules qui

permettent I'ancrage des vésicules a la membrane (Choi et al., 2000).
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- LTD

La LTD dans le cortex est généralement induite par une stimulation a basse fréquence (1 Hz)
(Guo et al., 2015). Comme la LTP, la LTD dans I'hippocampe est dépendante de I'activation
des récepteurs NMDA et d'une augmentation de la concentration de calcium
postsynaptique, cependant moins importante que celle qui est nécessaire pour déclencher la
LTP (Mulkey and Malenka, 1992). Une stimulation présynaptique prolongée a basse
fréquence (Dudek and Bear, 1993) va déclencher des PPSE et une rétropropagation des PAs
consécutive a la dépolarisation de [I'élément postsynaptique (Christie et al., 1996).
L’activation des récepteurs NMDA et/ou la mise en jeu de canaux calciques voltage-
dépendants est a l'origine de l'augmentation de calcium postsynaptique (Mulkey and
Malenka, 1992). De plus, une libération de calcium a partir des stocks intracellulaires est
également suspectée (Cummings et al., 1996). La LTD s’exprime au travers du changement
de I'état de phosphorylation des récepteurs AMPA. De facon générale, la phosphorylation du
récepteur AMPA est assurée par les PKA et C, qui sont peu actives pendant l'induction de la
LTD ; des données plus récentes semblent impliquer I'activation du récepteur M1 dans
I'induction de la LTD dans la couche V du cortex (Caruana et al.,, 2011). La PKA est
notamment active au niveau de la sous-unité GluR1 du récepteur AMPA (Lee et al., 1998,
2000). La déphosphorylation des substrats de la PKA est réalisée par la PP1, qui est active
pendant I'induction/expression de la LTD (Morishita et al., 2001) : en effet, des inhibiteurs de
PP1 appliqués au niveau postsynaptique inhibent la LTD (Mulkey et al., 1994). La
déphosphorylation subséquente des récepteurs AMPA diminue leur probabilité d’ouverture
ainsi que leur nombre a la synapse par un mécanisme d’internalisation (Ehlers, 2000).

Pour résumer, la LTP dans le cortex serait favorisée par I'activité de phosphorylation

via la PKA, alors que la LTD serait favorisée par l'activité de déphosphorylation via la PP1.
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Figure 11 : Connectivité des neurones pyramidaux de la couche V.

L’ensemble des neurones cortico-striés est sous l'influence d’interneurones LTS et FS, qui sont eux-mémes sous
I'influence des projections des IT, des PT et/ou des neurones des couches II-lll. Cependant, les contributions de
ces différents acteurs moléculaires dans les processus de plasticité a long terme restent encore peu connues.
Les neurones IT expriment : le facteur de transcription SATB2, la protéine de liaison au calcium p11, la protéine
kinase A, le récepteur sérotoninergique 2A (5HT-2A) et le récepteur dopaminergique D1. Les neurones PT
expriment les facteurs de transcription CTIP2 et FEZF2, des récepteurs muscariniques, les récepteurs 5HT-1A,
les récepteurs D2, les canaux calciques voltage-dépendants de type L (L-VGCC) et des canaux ioniques non
sélectifs activés par le calcium (ainsi que les canaux HCN, non représentés).

(Adaptée de Shepherd, 2013)
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IV. FOCUS SUR LES INTERNEURONES CHOLINERGIQUES DU
STRIATUM

La plupart de l'innervation cholinergique de I'encéphale est assurée par des neurones de
projection qui contactent des cibles lointaines. Dans le cerveau antérieur, des neurones
cholinergiques sont présents dans le noyau basal de Meynert/substance innominée, le
septum médian et les noyaux des bandes diagonales. Ces structures constituent la source
cholinergique majeure du cortex, de I'hippocampe, du thalamus et de I'amygdale (Mesulam
et al., 1983). Le complexe tegmental latérodorsal et le noyau pédonculopontin constituent
les structures cholinergiques du cerveau moyen qui innervent le thalamus et des cibles
pontiques (Hallanger and Wainer, 1988). Enfin, le noyau médian de I'habenula projette sur le
noyau interpedonculaire du mésencéphale (Ren et al., 2011).

Contrairement aux structures mentionnées ci-dessus, dans le striatum l'innervation
cholinergique est essentiellement interne et elle est fournie par une population
d'interneurones cholinergiques, les CINs (Bolam et al., 1984). Cependant, le striatum recoit
également des projections qui proviennent du complexe tegmental latérodorsal et du noyau
pédonculopontin, mises en évidence récemment (Dautan et al., 2014).

Les CINs représentent 1 a 2% des neurones striataux et sont identifiables par une
immuno-détection de la choline acétyltransférase (ChAT, enzyme de synthese de
I'acétylcholine). Bien qu’en faible nombre, ils possedent une arborisation dendritique
(dépourvue d’épines) et axonale trés densément ramifiées, couvrant de vastes zones du
striatum (Bolam et al., 1984; Kawaguchi et al., 1995). Leur soma est trés grand (25 a 50 um
de diameétre) : en effet, ils ont été initialement décrits comme « large aspiny cells »
(Kawaguchi, 1992) (Figure 12A). Les CINs possedent une activité électrophysiologique
caractéristique : ils émettent des PAs de facon tonique et généralement assez réguliere
(activité « pacemaker »), sans l'intervention d’entrées synaptiques. In vivo, ils sont qualifiés
de « tonically active neurons », soulignant leur patron de décharge spécifique (Figures 12B,
C). LU'ensemble de ces caractéristiques leur confere une position et un réle clé dans
I'intégration, la régulation et la distribution fine des informations au sein des réseaux

intrastriataux.
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Figure 12 : Caractéristiques morphologiques et électrophysiologiques des CINs.

(A) CIN rempli a la biocytine au travers de I'éléctrode d'enregistrement. Les prolongements et les ramifications
multiples des dendrites de deuxiéme ordre et d’ordres supérieurs sont bien visibles. (D’aprés Bennett and
Wilson, 1999)

(B) Activité spontanée d’un CIN recueillie en configuration cellule attachée. (D’aprés Pisani et al., 2007)

(C) Réponses d’'un CIN a une hyper- et une dépolarisation (configuration cellule entiére). L'injection d’un
courant négatif produit une hyperpolarisation initiale suivie d'une dépolarisation rapide avec un épaulement
(sag) caractéristique, soulignant la mise en jeu du courant Iy. L'injection d'un courant positif, quant a lui,
entraine une décharge réguliére et une longue posthyperpolarisation (AHP). (D’aprés Bennett and Wilson,
1999)

IV.1. Activité intrinseque des CINs

Les CINs possedent un potentiel de repos difficile a évaluer a cause de leur activité de
décharge spontanée, mais qui est assez dépolarisé (autour de -57 mV) (Figure 12C), ainsi
gu’une résistance d’entrée élevée (autour de 400-500 MQ). Ce sont les seules cellules du
striatum qui présentent une activité de décharge spontanée sans l'intervention d'une source
excitatrice externe (Kawaguchi, 1993; Bennett and Wilson, 1999). Cette capacité provient
d’un équipement en canaux ioniques particulier qui leur permet de générer des PAs de facon
autonome et répétitive (Figure 13). lls présentent donc une activité de type pacemaker
(Figures 12B, C).

L’expression de canaux de type HCN (hyperpolarisation-activated cyclic nucleotid-
modulated cation non-selective channel), des canaux non sélectivement perméables aux
cations qui s'ouvrent en réponse a une hyperpolarisation de la membrane, produit dans les

CINs un courant activé par I'hyperpolarisation, appelé courant |, (pour hyperpolarization-
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induced). Ce courant a été décrit indépendamment dans le coeur et dans le systéme nerveux
central. C'est pourquoi il a été aussi nommé lq (pour queer, étrange) et It (pour funny,
amusant) (Kaupp and Seifert, 2001). Certains auteurs parlent de courant rectifiant entrant
cationique, parce qu'il agit comme un rectifieur. Comme il est activé par I’hyperpolarisation
et perméable a la fois au potassium et au sodium, le canal HCN, a I'origine du courant dit I,
permet de ramener le neurone vers son potentiel de repos puis vers son potentiel liminaire
(autour de -50 mV). Le courant I, caractérise donc les CINs qui, suite a l'injection d’un
courant hyperpolarisant, répondent par une dépolarisation avec un épaulement (sag)

marqué (Figures 12C, 13).

<«<0mV
Ca,, 2.2(N)

NaP
A\SK 1, (Kv4.1,2) HON ™2

100 ms

Figure 13 : Activation séquentielle de différentes conductances au cours d’un cycle de décharge des CINs.

Les canaux calciques de haut seuil Cav2.2 (type N, HVA) sont activés pendant le potentiel d’action. Ce courant
calcique active de maniére sélective le courant SK qui génére la posthyperpolarisation (AHP). Le courant
potassique I, contribue a la posthyperpolarisation et a I’activation des canaux HCN. Cela produit la rampe de la
dépolarisation due au courant I, conduisant au seuil de déclenchement du potentiel d’action suivant. Le
courant |, est responsable de la dépolarisation dans une gamme de voltage dans laquelle le courant sodique
persistent (NaP) emmeéne le CIN jusqu’au seuil de déclenchement du potentiel d’action. Ce cycle est a I'origine
de I'activité rythmique et spontanée des CINs.

(D’apres Goldberg and Wilson, 2010)

L’activité constante des CINs reléve d’'une action combinée entre le courant I, qui est
actif a tous les potentiels sous-liminaires, et des conductances sodiques qui assurent la
génération de PAs (Figure 13). Ces derniers entrainent I'entrée de calcium dans la cellule, qui
va influencer la durée du PA et permettre I'activation de conductances potassiques calcium-
dépendantes (Bennett et al., 2000). Deux types de courants potassiques calcium-dépendants
sculptent le patron de décharge des CINs : les « big-K » (BK) et les « small-K » (SK), qui sont a
I'origine d'une posthyperpolarisation marquée (after-hyperpolarization, AHP) qui suit le PA,
dont la durée détermine la fréquence d’émission des PAs. Les BK prennent part plus

particulierement a la repolarisation de la membrane au cours d’un PA, alors que les SK

génerent '’AHP qui rythme I'activité des CINs. Il existe deux types de courant SK : un qui est
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blogqué par I'apamine et dépendant de I'activation des canaux calciques Cav2.2 (type N), et
un autre qui est insensible a I'apamine et qui dépend des canaux Cav1l (type L). Le courant
BK quant a lui est dépendant des canaux Cav2.1 (type Q). Plusieurs types d’activité de
décharge des CINs ont été enregistrés in vitro, comprenant notamment une décharge
« réguliére » et une décharge « irréguliére », reflétées par des coefficients de variation

respectivement faibles et élevés (Bennett and Wilson, 1999).

IV.2. Connectivité des CINs

IV.2.a. Afférences

- Afférences GABAergiques

Les CINs recoivent de nombreux signaux GABAergiques provenant des MSNs et des autres
populations d’interneurones striataux, mais parfois méme de sources extrastriatales. Ces
signaux sont majoritairement intégrés via les récepteurs GABA, (DeBoer and Westerink,
1994). Alors que les sous-unités les plus exprimées dans le striatum sont les alpha2, 4 et
beta2, 3 (Persohn et al., 1992), les CINs sont les seuls neurones striataux a exprimer la sous-
unité alpha3 (Rodriguez-Pallares et al., 2000). L'apparition d’'un courant postsynaptique
inhibiteur (IPSC) enregistré dans des CINs aprés stimulation locale est perdue aprés ajout de
bicuculline (antagoniste GABA,), témoignant d’une activité GABAergique ionotropique
effective (Sato et al., 2014).

Les afférences GABAergiques sur les CINs issues des MSNs se font principalement via
leurs collatérales et cette connexion représente d’ailleurs 24% de la totalité des afférences
des CINs (Gonzales et al., 2013). Dans ce sens, il a été montré que I'activation des MSNs par
optogénétique, ex vivo, conduit a l'inhibition des CINs dans 75% des cas (Chuhma et al.,
2011). Les afférences marquées a la substance P sont plus nombreuses que celles exprimant
I'enképhaline, ce qui indique probablement que les MSNs D1 effectuent plus de synapses
avec les CINs, comparativement aux MSNs D2 (Martone et al., 1992).

Les connexions GABAergiques provenant des interneurones striataux seraient surtout
issues des SOM (Vuillet et al., 1992), mais il n’y a pas de preuve fonctionnelle de I'existence
de cette connexion. Les interneurones PV ne contactent pas directement les CINs, mais

pourraient les désinhiber au travers des MSNs (Szydlowski et al., 2013).
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De maniere générale, I'activation d’autorécepteurs nACh localisés sur les
terminaisons des interneurones GABAergiques induit I'inhibition de la décharge tonique des
CINs (de Rover et al., 2002; Sullivan et al., 2008). Enfin, les terminaisons des afférences
dopaminergiques issues de la SNc ou de l'aire tegmentale ventrale, qui contactent
respectivement le striatum dorsal et le NAc, possedent des autorécepteurs nACh
présynaptiques et seraient capables de co-libérer du GABA. La fixation d’acétylcholine sur
ces récepteurs nACh entrainerait une augmentation des taux de GABA libérés, et diminuerait

ainsi 'activité des CINs et des MSNs (Nelson et al., 2014b).

- Afférences glutamatergiques
Les synapses glutamatergiques représentent environ 13% de la totalité des afférences des
CINs (Gonzales et al., 2013), et proviennent majoritairement du thalamus et du cortex. La
signalisation glutamatergique sur les CINs se fait au travers de récepteurs iGlu a court terme,
et a plus long terme au travers des récepteurs mGlu. Fonctionnellement, il a été montré que
le glutamate est nécessaire a la synchronisation de I'activité des CINs (Ding et al., 2010;
Threlfell et al., 2012a).

La présence des trois types de récepteurs iGlu au niveau des CINs suggére que le
glutamate prend part de maniére importante a leur excitabilité. Les CINs expriment les sous-
unités GIluR1, 2 et 4 du récepteur AMPA (Y. P. Deng et al., 2007) et GIuR5, 6 et 7 du
récepteur au kainate (Chen et al., 1996). L'action du glutamate sur les récepteurs iGlu
entralne une dépolarisation rapide des CINs. Les marquages d’ARNm révelent une forte
présence des sous-unités NR1 et NR2D du récepteur NMDA, et des agonistes de ce récepteur
utilisés ex vivo augmentent le taux de décharge des CINs, suggérant une implication de la
composante NMDA dans la réponse glutamatergique de ces neurones (Feng et al., 2014).

Le glutamate module I'activité des CINs aussi au travers des récepteurs mGlu. Les
CINs expriment les mGlu du Groupe | (mGlu 1 et 5), au travers desquels le glutamate va
augmenter leur activité (Calabresi et al., 1999b; Bell et al., 2002; Conn et al., 2005). Par
contre, la mise en jeu des récepteurs du groupe Il (mGlu 2 et 3)(Bell et al., 2002), en agissant
principalement comme autorécepteurs présynaptiques, diminue leur activité (Pisani et al.,

2002; Martella et al., 2009; DiRaddo et al., 2014). Les récepteur mGlu7 sont les seuls
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représentants du Groupe lll exprimés par les CINs et, a l'instar des mGlu du groupe I, ils
diminuent la probabilité de libération d'ACh (Bell et al., 2002).

De la méme maniere que pour le GABA, il y aurait une co-libération intrastriatale de
glutamate par des neurones non glutamatergiques. Plusieurs sources ont été proposées : les
afférences DA de l|'aire tegmentale ventrale (Stuber et al., 2010; Tritsch et al., 2012), les
projections sérotoninergiques du noyau du raphé (Nicholas et al., 1992) et enfin les CINs
eux-mémes (Higley et al., 2011). En effet, le transporteur vésiculaire VGLUT3 est retrouvé
dans les CINs sur des vésicules transportant de I’ACh (Nelson et al., 2014a) et une diminution

des taux striataux d’ACh est retrouvée chez I'animal KO pour VGLUT3 (Gras et al., 2008).

- Afférences dopaminergiques
La transmission dopaminergique sur les CINs est de nature synaptique (Hattori et al., 1976)
mais aussi, probablement, volumique (Lehmann and Langer, 1983). Les afférences
dopaminergiques sont issues de la SNc et de l'aire tegmentale ventrale, et contactent
respectivement le striatum dorsal et le NAc (Kubota et al., 1987; Threlfell and Cragg, 2011).
La majorité des CINs exprime les récepteurs D2 et D5 et seulement 20% expriment les D1
(Bergson et al., 1995; Yan et al., 1997).

Les différents auteurs ne sont pas d’accord sur les mécanismes mis en jeu pour
augmenter ou diminuer I'excitabilité des CINs via la dopamine, cependant tous s’accordent
pour dire que les CINs sont modulés par ce neurotransmetteur (Abercrombie and DeBoer,
1997; Centonze et al., 2003; P. Deng et al., 2007; Ding et al., 2011; Chuhma et al., 2014). Ce
qui est généralement accepté, c’est que I’excitabilité des neurones est augmentée par
I'activation des récepteurs D5 et diminuée aprés activation des D2 (Beaulieu and
Gainetdinov, 2011). De plus, il existerait au sein du striatum une petite population
d’interneurones dopaminergiques (Dubach et al.,, 1987; Ibafez-Sandoval et al., 2010),
n’ayant pas d’interaction directe avec les CINs démontrée a ce jour (Lim et al., 2014), mais
formant des synapses GABAergiques avec les MSNs (lbafiez-Sandoval et al., 2010). Cette

population augmenterait en cas de déplétion dopaminergique (Jollivet et al., 2004).
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- Afférences cholinergiques

La signalisation cholinergique au niveau des CINs est assurée par des récepteurs nACh et
mACh. Les CINs forment des synapses entre eux et des expériences d’hybridation in situ
révelent que ces neurones expriment tous la sous-unité beta2 des nACh et seulement 20%
d’entre eux expriment la sous-unité alpha7 (Azam et al.,, 2003). L’existence d’une telle
signalisation est révélée en tranche par l'application de nicotine mais nécessite une
inhibition préalable des récepteurs D2. En effet, I'utilisation de sulpiride (antagoniste D2)
permet de mettre en évidence la libération d’ACh en présence de nicotine, ce qui n’est pas
observé en condition contrdle (Sandor et al., 1991).

Les récepteurs mACh M2 et les M4 sont les plus retrouvés sur les CINs. Le plus
souvent, ils jouent le role d’autorécepteurs présynaptiques régulant la libération d’ACh, en
particulier dans les cas d’hyperexcitabilité cholinergique (Weiner et al.,, 1990; Ding et al.,
2006).

Au plan fonctionnel, lors de la présentation d’un stimulus prédisant une récompense,
les CINs seraient capables de synchroniser leur activité (Apicella et al., 1997), simultanément
favorisée par les afférences thalamostriatales (Ding et al., 2010; Threlfell et al., 2012a). Lors

d’un tel scénario, un rétrocontroéle positif entre les CINs contribuerait a leur synchronie.

- Autres afférences
Le striatum recoit des afférences sérotoninergiques en provenance du raphé (Hervé et al.,
1987). La sérotonine va agir sur les CINs via leurs récepteurs 5HT-1A, -2A, -6 et -7 (Bonsi et
al., 2007).

L’histamine libérée dans le striatum (Haas et al., 2008), via des fibres issues du noyau
tuberomamillaire de I’hypothalamus (Blandina et al., 2012), agit sur les CINs au travers des
récepteurs H1 et H2.

Les MSNs liberent des opioides et des tachykinines, ceux de la voie directe libérent de
la dynorphine et de la substance P alors que ceux de la voie indirecte libérent de
I'enképhaline (voir la partie 1l.1). Localement, ces substances vont notamment agir sur les
CINs qui expriment les récepteurs 6 et p aux opioides et les récepteurs aux tachykinines NK1

(Le Moine et al., 1994; Richardson et al., 2000; Jabourian et al., 2005).
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IV.2.b. Efférences

Du fait de leur morphologie axonale trés étendue, les CINs contactent un vaste territoire
striatal incluant différents types cellulaires (Figure 14). Ainsi, le moindre changement de la
physiologie et/ou de I'activité des CINs peut retentir sur une multitude de cibles au travers
des récepteurs nicotiniques et muscariniques.

De facon générale dans le striatum, les récepteurs nACh sont aussi bien exprimés en
pré- et en postsynaptique et ils induisent une dépolarisation et une augmentation de
I'excitabilité (MacDermott et al., 1999). La plupart du temps ces récepteurs sont composés
des sous-unités alpha4, 6 et 7 et beta2 et 3 (Quik et al.,, 2007) et leur activité induit une
dépolarisation rapide de la cible qui I'exprime.

Les 5 classes de récepteurs mACh sont exprimées dans le striatum (Yan et al., 2001)
mais ce sont les M1 et M4 qui prédominent. On trouve également un faible niveau de M2 et
des niveaux trés bas de M3 et M5 (Yasuda et al., 1993). Les mACh ne sont pas seulement
présents au niveau dendritique et somatique mais également au niveau présynaptique,
comme c’est le cas pour les M2 qui sont majoritairement présents sur les terminaisons
cholinergiques déclenchant un message autoinhibiteur (Hersch et al., 1994), ainsi que sur les
terminaisons glutamatergiques de la voie cortico-striée (Pisani et al., 2007; Di Filippo et al.,

2009) et GABAergiques issues des interneurones striataux (Sugita et al., 1991).

- Efférences sur les cellules GABAergiques
L'influence cholinergique des CINs sur les MSNs, qui représentent la seule sortie du striatum,
est cruciale car elle peut moduler/modifier de maniére conséquente le message efférent du
striatum et in fine l'information issue des GB. Cette influence est exercée au travers d’une
action directe sur les récepteurs nACh et induit une dépolarisation rapide des MSNs (Liu et
al., 2007).

Cependant la littérature est plus complexe concernant la modulation cholinergique
des MSNs via les récepteurs mACh. En culture et sur tranche, il a été rapporté que
I'application d’un agoniste muscarinique pouvait augmenter I'activité des MSNs (Galarraga
et al., 1999), suggérant la mise en jeu des récepteurs M1. Cependant, I'activation des M1 a
également un effet inhibiteur (Hsu et al., 1996), qui pourrait étre lié a l'inhibition de

courants calciques (Howe and Surmeier, 1995). L’effet inhibiteur via les M4 serait d(i a une
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diminution de I'entrée de calcium, réduisant ainsi I'excitabilité des MSNs. Il faut cependant

noter que les MSNs "indirects" exprimeraient moins de récepteurs M4 que les "directs"
(Bernard et al., 1992), ce qui suggere que I’ACh aurait une influence différente sur les deux
types de MSNs.

Les CINs influencent également les MSNs de maniere indirecte au travers des
interneurones GABAergiques. La stimulation cholinergique des nACh localisés sur les
interneurones PV/FS (Chang and Kita, 1992) ou sur les interneurones SOM/LTS (English et al.,
2011) favoriserait la libération de GABA au niveau des MSNs. De plus, une interaction étroite

entre les CINs et les interneurones SOM/LTS impliquant les récepteurs nACh, mACh et

I'oxyde nitrique a été récemment mise en évidence (Elghaba et al., 2016).

- Efférences sur les terminaisons glutamatergiques
Les principales afférences glutamatergiques du striatum proviennent du cortex
somatosensoriel et des noyaux intralaminaires du thalamus. Ces terminaisons possedent des
nACh a l'origine d’un accroissement de l'activité excitatrice sur les MSNs. Cet effet passe
majoritairement via les récepteurs nACh composés de sous-unités alpha7 (Carpenedo et al.,
2001; Campos et al., 2010) qui sont hautement perméables au calcium. Cette entrée de
calcium serait a I'origine de 'augmentation de libération de glutamate (Gray et al., 1996).
Ces terminaisons glutamatergiques expriment également des mACh de type M2, dont
I'activation diminue la probabilité de libération du glutamate (Malenka and Kocsis, 1988;
Calabresi et al.,, 1998; Pancani et al.,, 2014). Des études d’hybridation in situ et
d’immunohistochimie montrent que les types de mACh les plus exprimés au niveau de ces

terminaisons sont les M2 et M4 (Hersch et al., 1994; Ding et al., 2010).

- Efférences sur les terminaisons dopaminergiques
Les terminaisons dopaminergiques striatales expriment en tres forte quantité les sous-unités
alpha4d et beta2 des nACh (Sharples et al., 2000; Keath et al., 2007). De maniére générale,
I'utilisation d’antagonistes des nACh diminue la libération de dopamine striatale (Grady et
al., 2007) alors que les agonistes I'augmentent (Campos et al., 2010). Ceci souligne une forte
composante cholinergique dans la libération de dopamine. Dans ce sens, des données

rapportent que le taux de dopamine libérée sur tranche dépend de la fréquence de
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stimulation des afférences dopaminergiques par I’ACh, et que I'activation des récepteurs
nACh contenant la sous-unité beta2 serait requise et déterminerait la quantité de dopamine
libérée. La méme sous-unité serait impliquée dans la signalisation conduisant a une activité
synchrone des CINs (Cachope et al., 2012; Threlfell et al., 2012b).

La présence ou non de récepteurs mACh au niveau des afférences DA n’est pas
encore élucidée. Cependant, plusieurs travaux utilisant I'oxotrémorine (agoniste mACh)
suggérent la mise en jeu des récepteurs M5 au niveau de ces terminaisons (Lehmann and

Langer, 1983; Zhang et al., 2002; Threlfell et al., 2010).

o Récepteurs mACh =  Terminaisons Glu @ Récepteurs NMDA

: Récepteurs NACh ==<"=— Terminaison DA m Canaux potassique

O Récepteurs a la

. @ Récepteurs AMPA Q Canaux calcique
dopamine

Figure 14 : Connectivité des CINs.

Schéma d'un CIN (vert), de ses connections avec un MSN (jaune), des terminaisons cortico-striées (orangées) et
d’une dopaminergique (bleue). Les récepteurs métabotropiques et leurs cibles y sont représentés, ainsi que les
récepteurs ionotropiques et les canaux ioniques.

Abréviations : ACh, acétylcholine ; DA, dopamine ; Glu, glutamate ; MSN, neurone épineux moyen.

(Adaptée de Pisani et al., 2007)
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IV.3. Développement des CINs

Les CINs du striatum partagent une origine embryonnaire commune avec les neurones
cholinergiques de projection du cerveau antérieur et les interneurones GABAergiques
striataux et corticaux. En effet, les progéniteurs de ces populations sont issus d’'une zone
caractérisée par |'expression du facteur de transcription NKX2.1 (NK1 homeobox 2)
comprenant I'éminence ganglionnaire médiane, le septum et I'aire pré-optique.

L'identité télencéphaligque de ces progéniteurs est établie au stade de plaque neurale,
c’est-a-dire avant E9 chez la souris, via l'intervention du facteur de transcription FOXG1
(forkhead box G1). Ce dernier, au travers du contréle du FGF (fibroblast growth factor) et de
BMP (bone morphogenetic protein), permettra |'acquisition du caractere ventral du
télencéphale. Sonic hedgehog (SHH), sécrété par la partie ventrale du tube neural, permet
ensuite I'expression de NKX2.1 dans le télencéphale ventral juste avant le début de la
neurogéneése a au temps E9.5. Cette région ou prédomine NKX2.1 est ensuite subdivisée en
sous-domaines grace a la I'expression combinée d’autres facteurs de transcription tels que
DBX1 (developing brain homeobox 1), OLIG2 (oligodendrocyte lineage transcription factor 2),
NKX 6.2 (NK6 homeobox 2), LHX6 (LIM-homeodomain) et LHX8 (Flames et al., 2007). Le sous-
domaine comprenant les progéniteurs qui expriment fortement DBX1 sera a |'origine d’'une
sous-population d’interneurones cholinergiques ainsi que de tous les interneurones
GABAergiques striataux (Gelman et al., 2011).

NKX2.1 est donc le marqueur qui permet de différencier les cellules cholinergiques
des interneurones GABAergiques : en effet, les neurones cholinergiques maintiennent son
expression jusqu’a I'age adulte, alors qu’elle est perdue par les interneurones GABAergiques
lorsqu’ils commencent leur migration tangentielle dans le cortex (Marin et al., 2000). NKX
2.1 est nécessaire durant la spécialisation prénatale et la maturation postnatale des
neurones cholinergiques, et de maniere générale il préserve leur intégrité (Magno et al.,
2011). Il va également réguler I'expression des récepteurs a la « neuropiline » qui
permettent la réponse aux facteurs de guidage axonal, les sémaphorines (Nébrega-Pereira et
al., 2010). Nkx2.1 est donc crucial tout au long du processus développemental des neurones
cholinergiques, intervenant durant la spécialisation des progéniteurs, leur migration, leur

maturation et leur maintien.
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Selon Fragkouli et al (2009) il existerait un mécanisme de compétition entre LHX6 et
LHX8, selon lequel les progéniteurs NKX2.1-positifs accederaient a un état « pré-
GABAergique » en exprimant LHX6 au moment de quitter la zone sous-ventriculaire. Parmi
les cellules LHX6-positives certaines se mettront a exprimer LHX8, ce qui leur conferera une
identité cholinergique en réprimant I'expression de LHX6, alors que les autres maintiendront
un phénotype GABAergique. Seuls 30 a 40% des progéniteurs qui expriment LHX8 pendant le
développement deviendront des cellules cholinergiques, les autres deviendront des cellules
GABAergiques probablement en réprimant |'expression transitoire de Lhx8 par LHX6
(Fragkouli et al., 2005). Dans ce sens, il a été montré que des souris adultes dont le génome
est totalement dépourvu de Lhx8, présentent une perte de neurones cholinergiques dans le
striatum (Zhao et al., 2003). De plus, la délétion conditionnelle de Lhx8 dans les cellules
cholinergiques provoque I'expression de marqueurs de populations GABAergiques dans les
interneurones cholinergiques du striatum (Lopes et al., 2012). Enfin, cette proximité
identitaire cholinergique/GABAergique est soulignée par le fait qu’a I'état mature la majorité
des neurones cholinergiques du cerveau basal antérieur est capable de co-libérer du GABA
(Granger et al., 2016). Une autre protéine nécessaire au développement des neurones
cholinergiques est LDB1, qui est capable de former un complexe soit avec LHX6 soit avec
LHX8 (Zhao et al., 2014). Son expression est embryonnaire et postnatale que ce soit dans les
interneurones ou dans les neurones de projection cholinergiques.

Au-dela du développement des neurones cholinergiques, il y a des facteurs qui
semblent étre primordiaux pour le développement des CINs, comme par exemple Islet 1
(Isl1) et gastrulation brain homeobox 2 (Gbx2). ISL1 est un autre facteur de transcription
ayant un réle central pour le développement des cellules cholinergiques du cerveau
antérieur. Son expression débute a E10.5 chez la souris au niveau de |'éminence
ganglionnaire médiane, du septum de l'aire pré-optique et de I'éminence ganglionnaire
latérale (Zhuang et al., 2013). A l'inverse de LHX8, tous les progéniteurs qui co-expriment
ISL1 dans I'ensemble NKX2.1- positif deviendront des cellules cholinergiques. ISL1 est donc
un marqueur précoce du phénotype cholinergique (Fragkouli et al., 2009), d’autant plus que
son expression est maintenue chez I'adulte (Wang and Liu, 2001). Des études qui permettent
sa délétion conditionnelle chez la souris ont montré que le nombre de CINs était diminué

chez ces animaux (Elshatory and Gan, 2008; Cho et al., 2014).
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GBX2 est un facteur de transcription dont I'expression débute a E10.5 dans
I’éminence ganglionnaire médiane (Waters et al., 2003). Son expression est réduite chez
I'animal knock-out pour Lhx8 ce qui sous-entend que l'action de GBX2 se ferait en aval de
LHX8 (Zhao et al., 2003). Il constituerait un marqueur discriminant les CINs puisque la
majorité des neurones GBX2-positifs du cerveau antérieur sont des neurones de projection
GABAergiques, alors que toutes les cellules positives pour GBX2 dans le striatum sont
cholinergiques. De plus, sa délétion conditionnelle dans la population exprimant Nkx2.1
conduit a une perte importante des CINs (Chen et al., 2010).

De nombreux signaux extrinseques participent également au développement des
cellules cholinergiques et au maintien de leur phenotype, comme le bone morphogenic
protein 9 (BMP9) (Lépez-Coviella et al., 2000; Yue et al., 2015), le nerve growth factor (NGF)
via son récepteur TrkA (Mobley et al., 1985; Higgins et al., 1989; Sobreviela et al., 1994;
Barrett, 2000; Lopez-Coviella et al., 2005; Schnitzler et al., 2010; Niewiadomska et al., 2011)
et le BDNF (Brain derived neurotrophic factor) (Alderson et al., 1990; Ward and Hagg, 2000).
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V. TSHZ3 DANS LE CERVEAU

Initialement découvert chez la drosophile par Laurent Fasano, le géne teashirt (tsh) code
pour une protéine (Tsh) de 993 acides aminés contenant trois motifs a doigt de zinc
atypiques, décrits par la séquence consensus CX2CX3FX5(L,M)X2HMX4H (Fasano et al.,
1991). La protéine Tsh possede également un motif consensus (PLDLS) d’interaction directe
avec le corépresseur de la transcription C-terminal binding protein (CtBP), et il a été montré
gu’il pouvait se lier a I’ADN et avoir une activité de facteur de transcription (Alexandre et al.,
1996; Waltzer et al., 2001). Le gene tsh joue un réle fondamental pendant le développement
de la drosophile, ou il intervient dans la mise en place de l'identité du tronc, dans la
spécification de l'identité prothoracique, dans I'établissement de la polarité segmentale,
pour le développement des disques imaginaux et dans la formation de I'intestin et des yeux
(Fasano et al., 1991; Bhojwani et al., 1997; Pan and Rubin, 1998; Erkner et al., 1999). Chez les
mammiféres (Homme/souris) il existe trois paralogues de tsh : « teashirt zinc-finger
homeobox family member » 1 a 3 (TSHZ/Tshz1, 2 et 3), qui tous contiennent deux exons
codants. Le deuxieme exon code pour 1068 acides aminés sur les 1081 des protéines TSHZ,
et code notamment pour les motifs a doigts de zinc et un motif d’interaction avec les
corépresseurs CtBP. La conservation de la séquence compléte entre les protéines TSHZ de
souris et Tsh de drosophile est essentiellement restreinte a la région des motifs a doigts de
zinc (Caubit et al., 2000; Manfroid et al., 2004) (Figure 15). Des analyses en cultures
cellulaires révelent que les protéines TSHZ présentent une activité de répresseur de la
transcription, mais il n’est pas connu si la protéine TSHZ est capable de se fixer seule sur
I’ADN (Waltzer et al., 2001; Manfroid et al., 2004). Il a cependant été montré que la protéine
TSHZ3 interagit avec la protéine FE65 (Amyloid Beta Precursor Protein Binding Family B
Member 1) pour favoriser le recrutement d’histones désacétylase (HDAC) et former un
complexe capable de réprimer I'expression du gene CASP4 qui code pour la Caspase-4
(Kajiwara et al., 2009). De plus, un crible double hybride réalisé chez la souris a montré que
TSHZ3 interagit avec le facteur de transcription SOX9 et avec BAF57 (BRG1-Associated Factor
57 ou SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent Regulator Of), une sous-unité

du complexe SWI/SNF de remodelage de la chromatine (Faralli et al., 2011).
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Le gene Tshz3, et plus précisément, les conséquences de sa délétion au niveau du
cortex et du striatum, constituent le coeur de mon travail de these, qui est le fruit d’'une

collaboration étroite avec I'équipe dirigée par Laurent Fasano a I'|BDM.

AD ZnF HD

IDm|II\||||

PIDLT

Figure 15 : Structure de la protéine TSHZ chez les vertébrés.

AD Domaine acide
ZnF Domaines a doigt de Zinc caractéristiques de la famille Tshz
HD Homeodomaine

Forme classique des domaines a doigt de Zinc

PIDLT Domaine d’interaction avec le coreprésseur CtBP
(C-terminal binding protein)

V.1. Expression et role chez la souris

Un modele de souris dans lequel la séquence codante du géne bactérien lacZ a été
substituée a la quasi-totalité du second exon du gene Tshz3 (souris Tshz3""< hétérozygote
pour Tshz3) (Caubit et al., 2008) a été produit pour caractériser la fonction du géne Tshz3 et
suivre les cellules qui expriment ce géne ; en effet, I'allele muté code pour une protéine de
fusion TSHZ3-B-galactosidase et un immunomarquage révélant la localisation de la -
galactosidase permet de déterminer le patron d’expression du géne au cours du
développement pré- et postnatal, et ce, méme chez des animaux knock-out pour Tshz3
(Tshz3"#/'°<%) Cette approche a permis de montrer que TSHZ3 est présent dans des
structures dont la morphogénése dépend d’une interaction épithélio-mésenchymateuse
(dents, uretere, poumons, vessie, pancréas, utérus, glande mammaire, moustaches, etc.),
suggérant son possible réle dans le développement de ces structures. L'ensemble des
observations faites au niveau du systéme nerveux central indique que I'expression de TSHZ3
est régionalisée trés précocement le long de I'axe antéropostérieur, en particulier dans le

rhombencéphale (Caubit et al., 2010). A partir du stade E10.5, son expression est restreinte
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uniquement a des neurones postmitotiques. Dans le cerveau postérieur et la moelle épiniéere
en développement, I'expression de TSHZ3 concerne de nombreuses populations de
neurones qui dérivent de positions spécifiques le long de I'axe dorsoventral. Dans la moelle
épiniere comme dans le cerveau postérieur, la protéine TSHZ3 est présente dans des
populations d’interneurones et dans des sous-populations de motoneurones. TSHZ3 marque
des neurones postmitotiques ayant des phénotypes tres divers : glutamatergiques (comme
dans le noyau parafacial embryonnaire), sérotoninergiques (raphé pallidus), adrénergiques
(A1/C1 et A2/C2) et exprimant la SOM (en particulier dans le complexe de Pré-Botzinger au
niveau du cerveau postérieur) (Caubit et al., 2010).

Chez I'adulte a P20, TSHZ3 est exprimée dans toutes les couches du cortex cérébral,
mais ses plus hauts niveaux d’expression sont retrouvés dans les couches profondes (V-VI) et
dans les couches llI-lll. Son expression est modérée dans I'amygdale et faible dans le

thalamus et le gyrus denté de I'hippocampe (Caubit et al., 2005) (Figure 16).

Figure 16 : Expression de Tshz3 chez la souris a P20 révélée par hybridation in situ.

Les niveaux des ARNm pour Tshz3 (mTsh3) sont élevés dans les couches corticales II-lll et V-VI, modérés dans
I'amygdale et faibles dans le gyrus denté de I’hippocampe et dans le thalamus. Quelques cellules sont
marquées dans le striatum. Echelles : 1 mm.

(D’aprés Caubit et al., 2005)

L’analyse de souris Tshz3"““/"*

a permis de montrer que la protéine TSHZ3 participe
a une cascade transcriptionnelle impliquée dans la différenciation des muscles lisses de
'uretére et qu’elle a une fonction dans la neurogénése. Ces mémes animaux meurent
aussitot apres la naissance d’une insuffisance respiratoire et présentent des anomalies
rénales séveres. L’analyse de leurs systémes réno-urinaires isolés a E17.5 révele un

phénotype d’hydro-uretére (dilatation de l'uretere) et d’hydronéphrose (dilatation du rein)
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par accumulation anormale de I'urine. La formation d’un hydro-uretére est la conséquence
d’un défaut de transport de 'urine lié a un défaut de différenciation du muscle lisse urétéral.
Cette différenciation dépend d’une cascade d’événements dans laquelle interviennent les
molécules signales SHH, BMP4 (bone morphogenetic protein 4) et [Iactivateur

transcriptionnel Myocardin (MYOCD). Il a été montré que chez les souris Tshz3/%%'o<Z

, cette
cascade d’événements est perturbée, produisant une absence de différenciation des
muscles lisses qui résulte en des défauts fonctionnels de contraction de la région proximale
des ureteres (Caubit et al., 2008). Par la suite, un crible double hybride a permis d’identifier
SOX9 comme l'un des partenaires de TSHZ3. Plus exactement, ce travail montre que TSHZ3,
SOX9 et MYOCD sont co-exprimées dans les cellules progénitrices des muscles lisses de la
paroi uretérale. TSHZ3, en collaboration avec SOX9, est un régulateur clé de Ia
différenciation myogénique qui contréle I'expression de myocardin et module I'activité de
MYOCD (Martin et al., 2013).

. Z, Z
Les souris Tshz3'%#/c

meurent a la naissance car elles sont incapables de respirer.
L'acte respiratoire des mammiferes est sous le contréle d’'une commande centrale localisée
au niveau du bulbe rachidien qui met en jeu des générateurs de rythmes centraux
permettant 'initiation et le maintien de I'activité respiratoire chez le nouveau-né. Il existe
deux générateurs : le complexe pré-Botzinger et le groupe respiratoire parafacial (GRpF). Le
déroulement correct des mouvements respiratoires nécessite également une coordination
et une activation finement contrélée des muscles dit de la « pompe », comprenant le
diaphragme, les intercostaux et les abdominaux, et ceux de la « valve », notamment les
muscles striés du larynx et du pharynx. Ces derniers sont sous le contréle de motoneurones
localisés dans le noyau ambigu. Chez les souris Tshz3"““"% des analyses en imagerie
calcique réalisées au cours de I'embryogenese ont montré que les neurones du GRpF sont
incapables de générer une activité de décharge physiologique (Figure 17C). Ce défaut
d’activité conduit vraisemblablement a un dysfonctionnement du générateur de rythme au
cours de I'embryogenése. De plus, des observations histologiques indiquent une réduction
drastique des motoneurones qui forment le noyau ambigu chez les embryons Tshz3/"#/e<
(Figure 17B) ; au stade E14.5, aprés leur migration, ces neurones sont perdus par apoptose.

Par conséquent, le controle central du rythme respiratoire ainsi que le contréle musculaire

des voies aériennes supérieures ne sont pas correctement assurés chez les nouveaux nés
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Tshz3'""% |es conduisant & une mort rapide aprés la naissance (Caubit et al., 2010) (Figure

17).
A B
WT Tshz3lacZ/IacZ
| o &
& ;
B
nA nA

Tshz3lacZ/IacZ

ARG

lacz/lacZ

Figure 17 : Dysfonctionnement du systéme respiratoire chez les souris Tshz3
(A) Schéma d’une coupe parasagittale de bulbe rachidien permettant la visualisation des noyaux générateurs et
modulateurs du rythme respiratoire. Abréviations : nA, partie compacte du noyau ambigu ; PBC, complexe de
Pré-Botzinger ; GRpF, complexe du groupe respiratoire parafacial ; VII, noyau du nerf facial ; X, noyau du nerf
vague ; Xll, noyau du nerf hypoglosse.

(B) Hybridation in situ de la périphérine au niveau du noyau ambigu : ce noyau est quasiment totalement perdu

chez les souris Tshz3°“"% échelle : 100 um.

(C) Enregistrement de I’activité électrophysiologique pacemaker du GRpF. Cette activité autonome est perdue
chez les souris Tshz3"%"%,
(Adapté de Caubit et al., 2010)

V.2. TSHZ3/Tshz3 et troubles du spectre autistique (TSA)

Des données antérieures ont associé des microdélétions 19q13.11 a un syndrome
caractérisé notamment par un retard de croissance pré et postnatal, un retard mental et une
microcéphalie et identifié une région critique de 324-kb comme étant la plus petite zone de
recouvrement (SRO) (Kulharya et al., 1998; Malan et al., 2009; Schuurs-Hoeijmakers et al.,
2009; Chowdhury et al., 2014). Toutefois, des patients ayant une microdélétion plus large ou
une microdélétion ne recouvrant pas cette SRO, présentent un syndrome incluant un retard
de croissance postnatal, un désordre développemental ou des déficiences intelectuelles,
suggérant |'existence de génes en dehors de la SRO qui pourraient sous-tendres les
anomalies phénotypiques de ce syndrome (Chowdhury et al., 2014). Chez I'hnomme, le géne
TSHZ3 réside en position 19q12 (Figure 18). Le Dr. J. Andrieux (responsable du Laboratoire
de Génétique Médicale, Centre Hospitalier Universitaire Régional de Lille) a identifié des
patients ayant des délétions hétérozygotes en position 19q12 qui contiennent TSHZ3. Chez

un de ces patients, l'analyse de puces d'hybridation génomique comparative (CGH array)
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indique une microdélétion affectant uniquement TSHZ3. Cette délétion élimine une partie
de l'intron et la totalité de I'exon 2, et le patient présente un retard mental, des troubles
envahissants du spectre autistique (TSA), a savoir des troubles de I'interaction sociale et des
comportements répétitifs avec une restriction des champs d’intéréts (American Psychiatric
Association, 2013), et des défauts du tractus rénal. D’autres patients avec une délétion en
position 19q12 recouvrant la méme région critique, présentent des symptomes similaires
assimilables aux TSA (Figure 18). Récemment, un consortium international impliquant
I’équipe Fasano et I'équipe Kerkerian-Le Goff a établi un lien entre la perte de fonction du

gene TSHZ3 et les TSA (Caubit et al., 2016).

Chromosome 19:

3BMb [ 36 mrs:-;zs la 37 Mb 38Mb | 39Mb | 40 Mb
Patient 1 (F) (2.4 Mb)
Patient 2 (H)
Patients 3a, b (H) (1 Mb)
Patient 5 (H) (3 Mb)
Patient6 (F) ............ (460kb)

Patient 7 (H) . (50 kb)

¥ TSHZ3 5
36,46 Mb [JEE I ==sssrannnnnnnn:-~==== 4l 36,53 Mb
Patient 7 (F)
36,47 Mb 36,50 Mb

Figure 18 : Perte du gene THSZ3 sur la région chromosomique 19q12-q13 chez 7 patients souffrant de TSA.
Les délétions sont représentées par les barres orange. Noter que chez les patients 1 a 6 la délétion produit la
perte totale de TSHZ3 (représenté en rouge), alors que chez le patient 7 (détaillé dans I'encadré gris du bas)
seulement I'exon 2 est perdu. Le patient 3 représente 2 fréres (a, b) porteurs de la méme délétion (H, homme ;
F, femme).

(Adaptée de Caubit et al., 2016)

Les TSA, d'origine généralement génétique, regroupent un ensemble vaste et
hétérogene de pathologies caractérisées par des déficits d’interactions sociales et de la
communication, des champs d’intérét restreints et des comportements répétitifs, ainsi que
des troubles moteurs (Toro et al., 2010; Spooren et al., 2012; Chukoskie et al., 2013). Les
anomalies de l'interaction sociale et de la communication se déclinent en des déficits de la
réciprocité sociale et émotionnelle (pas ou peu d’initiation aux interactions sociales comme

par exemple les conversations), de la communication non verbale (la gestuelle, le regard et
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les expressions faciales) et de la compréhension des relations sociales (l'intérét pour les
autres, la création de liens amicaux et I'adaptation du comportement au contexte social). Les
champs d'intérét restreints et les patrons répétitifs des comportements se déclinent en des
comportements et/ou séquences d’actions qui se répétent (stéréotypies). Cela concerne les
mouvements (se taper les joues ou agiter les mains « comme pour voler »), les objets
(alignements, retournements) et le langage (écholalies, ou répétions de phrases hors de
leurs contextes). Les patients atteints de TSA sont trés attachés a I'immuabilité des choses, a
une routine quotidienne, comme par exemple une série d’actions qu’ils réalisent tous les
jours juste apres leur réveil. lls présentent un intérét persistent pour des choses qui
paraissent futiles au plus grand nombre (par exemple, un tres fort attachement ou grande
préoccupation pour un objet particulier, qu’ils vont sentir et toucher de maniere excessive).
Enfin, ils présentent une hypersensibilité aux variations des sons ou des textures et
paradoxalement ils sont souvent hyposensibles a la douleur et aux variations de
température (American Psychiatric Association, 2013). Le premier a avoir décrit de tels cas
chez des enfants est le psychiatre américain Leo Kanner en 1943 (Kanner, 1995). De nos
jours, les TSA sont considérés comme un trouble du développement et de I'apprentissage
conduisant a des perturbations mentales qui persistent toute la vie.

L'étude collaborative coordonnée par les équipes Fasano et Kerkerian-Le Goff, chez
I'homme et sur des modeles murins, montre I'existence d’un lien direct entre la déficience
hétérozygote de TSHZ3/Tshz3 et un sous-type de TSA (Caubit et al., 2016). Comme
mentionné ci-dessus, elle identifie des patients présentant des déficits cognitifs séveres
pouvant étre associés aux TSA et des microdélétions localisées sur le chromosome 19
définissant une région limitée au gene TSHZ3 ou contenant ce géne (Figure 18).

Chez 'homme, I'analyse de co-expression de réseaux de genes réalisée pendant le
développement cortical a identifiée TBR1, FEZF2 et SOX5 parmi plusieurs génes candidats
pour l'autisme, comme ayant les plus fortes interactions avec TSHZ3. Cing génes de cette
analyse (FEZF2, KLHL1, PRDMS8, SLA and SLC44A5) présentent un patron d’expression

modifié chez les souris Tshz3'%%c

. Ces données placent TSHZ3/Tshz3 dans une position
charniére au sein d’un réseau de régulation transcriptionnelle cortical associé avec les TSA
(Caubit et al., 2016) et corroborent I'étude GWAS qui propose TSHZ3 comme un gene de

susceptibilité pour I'autisme (Hussman et al., 2011; Kang et al., 2011). De plus, plusieurs
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études associent la fenétre spatiotemporelle du développement des neurones
glutamatergiques des couches V et VI a un ensemble de maladies génétiques faisant toutes
parties des TSA (Willsey et al., 2013).

Chez 'Homme et la souris, le facteur de transcription TSHZ3 est co-exprimé au cours
du développement avec différents marqueurs des couches corticales V et VI, notamment

CTIP2 et TBR1 (Figure 19), et I'inactivation du géne Tshz3 chez la souris (Tshz3"%'a

) affecte
I'expression de ces marqueurs d’identité moléculaire a un age équivalent (Caubit et al.,
2016). Des analyses de séquencage d’ARN et histologiques réalisées chez les souris
Tshz3'°%'%Z prénatales, montrent que Tshz3 n’est pas requis pour la détermination et le
maintien de I'organisation en couches corticales mais il apparait nécessaire pour I'expression
de marqueurs spécifiques des couches profondes et de la sous-plaque. En particulier, FEZF2
(normalement caractéristique de la couche V) serait retenu de maniére aberrante dans la
couche VI comme pour les modeéles mutants Sox5 (Kwan et al., 2008) et Tbr1 (Han et al.,
2011). Cependant, dans ces derniers, I'établissement des connexions entre le cortex et ses
cibles est perturbé alors que ce n’est a priori pas le cas pour les embryons Tshz3'%/"%,

Les souris hétérozygotes pour Tshz3 (Tshz3+/"”z) présentent des anomalies
comportementales de type autistique ainsi que des altérations de la transmission et de la
plasticité au niveau des synapses cortico-striées, soulignant le lien entre TSA et défauts de la
formation et/ou du fonctionnement de ces synapses. Plus précisément, leur sociabilité est
appauvrie et elles présentent une diminution d’intérét pour la nouveauté sociale ainsi que
des comportements répétitifs et une restriction de leurs champs d’intéréts. TSHZ3
semblerait donc jouer un réle important dans la mise en place fonctionnelle des PNs des

couches V et VI lors du développement cortical chez I'Homme et la souris (Caubit et al.,

2016).
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Homme (20 semaines gestation)
DAPI TSHZ3 BCL11B TBR1 Merge

Figure 19 : Expression du facteur de transcription TSHZ3 dans les différentes couches corticales chez la souris
et 'THomme au stade embryonnaire.

Chez la souris, TSHZ3 colocalise avec BCL11B (ou CTIP2, marqueur des neurones corticaux de la couche 5) et
TBR1 (marqueur des neurones corticaux de la couche 6 et de la sous-plaque).

Ces co-expressions sont également observées chez I'Homme.

Abréviations : SP, sous-plaque ; MZ, zone marginale ; L2-4, couches Il a IV ; L5, couche V; L6,

couche VI. Echelle : Souris, 50 um.

(Adapté de Caubit et al., 2016)

Souris (E18.5)

TSHZ3 BCL11B TBR1

V.3. TSA et circuits cortico-striés

De nombreuses études ont associé les TSA avec des anomalies dans les réseaux cortico-
corticaux, mais aussi dans des structures sous-corticales dont le striatum, en particulier la
voie cortico-striée (Di Martino et al., 2011; Maloney et al., 2013; Willsey et al., 2013).

La forme la plus commune de TSA (non syndromique) est probablement liée de fagon
prédominante avec un dysfonctionnement des neurones IT, alors que c’est une atteinte
sévere des circuits sous-corticaux faisant intervenir les neurones PT qui est majoritairement
impliquée dans les formes plus rares des troubles neurodéveloppementaux (formes
syndromiques), comme le syndrome de Rett (Shepherd and Katz, 2011).

Les neurones IT projettent massivement vers le cortex et le striatum controlatéral,
leurs fibres axonales représentent ainsi un composant majeur du corps calleux. Des
anomalies du corps calleux, comme une diminution de densité (Just et al., 2007), un
épaississement modéré du cortex (Schumann et al., 2010), ou encore des déficits de
synchronisation interhémisphériques (Dinstein et al., 2011) ont été associées avec les TSA.
Comme nous l'avons vu précédemment, les neurones cortico-striés participent largement

aux comportements moteurs. Cest pourquoi des anomalies motrices incluant des
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stéréotypies ont été associées a cette synapse. Ce sont en particulier les neurones IT qui
sont pointés du doigt, sachant que les neurones PT sont plus impliqués dans le codage de la
force ou de la dextérité d’un mouvement et non pas de la fréquence d’exécution du
mouvement (Gowen and Hamilton, 2013).

De nombreuses études concernant l'aspect génétique des TSA démontrent
I'implication des neurones cortico-striés. Des mutations des neuroligines (NLGN) ont été
associées avec l‘autisme, et les souris déficientes pour NLGN-1 présentent des
comportements répétitifs et des perturbations de la synapse cortico-striée (diminution
NMDA/AMPA) (Stdhof, 2008; Blundell et al., 2010). La mutation d'une protéine
postsynaptique d’échafaudage exprimée par les MSNs, SHANK3, est a I'origine d’un
syndrome de type autistique associé a une délétion sur la région chromosomique 22g13. Les
souris Shank3”" présentent des anomalies d’interactions sociales, des comportements
répétitifs et d’automutilation, et les analyses électrophysiologiques révelent une
perturbation de la transmission cortico-striée (Peca et al., 2011).

Chez 'homme, des analyses génétiques ont identifiées le récepteur a activité tyrosine
kinase MET comme facteur de risque pour I'autisme (Campbell et al., 2006; Judson et al.,
2011) : des réponses anormales a des stimuli sociaux ainsi qu’une réduction de la
connectivité cortico-corticale ont été associés a des modifications d’expression de MET
(Rudie et al., 2012). MET est exprimé par les neurones IT mais pas dans les neurones PT, que
ce soit chez ’lhomme, le primate ou la souris (Judson et al., 2009). Les souris mutantes pour
Met présentent une hyperconnectivité des circuits excitateurs, induisant une augmentation
de la force synaptique, plus marquée au niveau des neurones IT que des neurones PT (Qiu et
al., 2011). Elles présentent également une altération de la morphologie des épines
dendritiques des MSNs (Judson et al., 2010). Cet ensemble de données tends vers la notion
selon laquelle les altérations des circuits corticaux dans les TSA non syndromiques
s’expliqueraient par une hyperconnectivité locale et hypoconnectivité distale (« Théorie de

la faible cohérence centrale ») (Frith, 2004; Just et al., 2007).
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Figure 20 : Expression de TSHZ3 dans la circuiterie cortico-striée chez la souris.

(A) A P7, TSHZ3 c co-localise en partie avec les neurones pyramidaux des couches lI-l1l et V-VI exprimant SOX5.
Echelle : 100pm.

(A’) A P37, TSHZ3 est également exprimé dans le striatum (marquage PB-galactosidase chez une souris
Tshz3+/'acz). St, striatum ; L2/3, couches Il et lll ; L4, couche IV ; L5, couche V ; L6, couche VI Echelle : 200 um
(haut), 100 um (bas).

(B) Dans le striatum, TSHZ3 colocalise avec la ChAT (marqueur des CINs) mais pas avec CTIP2 (marqueur des
MSNs). Echelles : 50 um (haut), 100 um (bas).

(C) Schéma d’une hémi-coupe coronale de cerveau de souris montrant les neurones pyramidaux de la couche V
du cortex projetant a travers le corps calleux et formant des connexions avec les MSNs du striatum. TSHZ3 est
exprimé par les neurones pyramidaux corticaux et par les CINs, mais pas par les MSNs.
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Dans ce contexte, au sein de la circuiterie cortico-striée, il est intéressant de noter que
TSHZ3 est exprimé par les neurones des couches V et VI (chez 'Homme et la souris) et II-lll
(chez la souris) (Figures 20A, C). Dans le striatum, les cibles des neurones pyramidaux de la
couche V, les MSNs, ne I'expriment pas (Caubit et al., 2016) (Figures 20A, B), alors que les
données qui seront présentées par la suite dans ce manuscrit montrent une expression de
TSHZ3 dans la plupart des CINs du striatum (Figure 20B).

L'objectif du travail présenté ici est d’approfondir les connaissances sur les liens
existants entre Tshz3 et les TSA, en évaluant son implication dans la fonctionnalité de la

circuiterie cortico-striée, incluant les CINs.
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I. LES MODELES ANIMAUX

Dans le but d’étudier le réle de Tshz3 dans des populations neuronales spécifiques, ou a
certaines phases du développement pré- et postnatal, I’équipe de L. Fasano a I'lBDM a créé
de multiples modéles murins présentant des délétions du géne Tshz3. L'hypothése de travail
était que les éventuelles modifications observées a ces différents niveaux, dues a la perte de
Tshz3, pourraient étre impliquées dans les TSA.

Dans ce contexte, le but de cette étude était d’étudier I'impact de la délétion de
Tshz3 dans la circuiterie cortico-striée : nous avons utilisé deux modeles knock-out
conditionnels permettant I'invalidation du géne Tshz3, soit dans les neurones de projection
au cours du développement postnatal a partir de P2-P3 (1), soit dans les cellules
cholinergiques a partir du stade embryonnaire E11 (2). Pour cela, des souris contenant un

site Lox P de chaque c6té de 'exon 2 du géne Tshz3 (Tshz3 >/

) ont été croisées avec des
souris exprimant la Cre recombinase sous le controle de différents promoteurs, comme
expligué ci-dessous. Le fond génétique de ces souris est le C57BI/6.

1 — Dans le premier modeéle, la Cre recombinase est exprimée sous le contrdle du
promoteur de la calcium calmoduline kinase lla (CaMKlla), qui est exprimée dans les
neurones de projection a partir de P2-P3 (Casanova et al., 2001). Il se trouve que Tshz3 n’est
exprimé que par des neurones de projections de nature glutamatergiques (Caubit et al.,
2005), donc la perte de Tshz3 dans ce modele concerne notamment les neurones de
projection du cortex. C'est pour ces raisons que ce modele a été nommé Tshz3-pnCxKO
(postnatal cortex KO).

2 — Dans le deuxiéme modele, la Cre recombinase est exprimée sous le contréle du
promoteur de la choline acétyl transférase (ChAT), qui est exprimée dés les phases précoces
(débute a E11) du développement embryonnaire (Semba and Fibiger, 1988). Ce modele est
donc appelé Tshz3-ChATCre.

Pour les deux modeles, le contrdle consiste en des souris Tshz3"o/fox

qui n'ont pas été
croisées avec des souris qui expriment la Cre recombinase : elles sont donc nommeées Cre-

(Figure 21).
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Lox

Lox
---Eml—---+ Exonll +__ Tshz3Flox/Flux

Inactivation conditionelle par croisement avec:
une souris CaMKII-Cre ou une souris ChAT-Cre

- Exon| w—-— > - Tshz3AFlox

/N

Tshz3AFlox ; CaMKlla-Cre A . e e Tshz3AFlox ; ChAT-Cre
P% QE Contrdles: % ~

Souris Cre-
Tshz3-pnCxKO ouris=re Tshz3-ChATCre
(homozyg.) (homozyg.)

Figure 21 : Modeéles murins de délétion du géne Tshz3.

Le modele de KO conditionnel a été généré par I'insertion d’un site Lox P de part et d’autre de I’exon 2 du géne
Tshz3. Ces souris « floxées » (TsthF"’x/F"’X) sont ensuite croisées avec une souris exprimant la Cre recombinase
sous le contréle du promoteur : i) CaMKIlla (calmoduline kinase lla), exprimé par les neurones de projection (la
souris n’exprime plus Tshz3 dans les neurones pyramidaux a partir de P2-P3) ; ii) ou ChAT (choline
acétyltransférase), exprimée par toutes les cellules cholinergiques.

Les souris sont maintenues dans la salle de stabulation de I'animalerie A1+ de I'IBDM
(N° d’agrément : C 13-055-21) a température constante (22°C) selon un cycle jour/nuit de
12h avec un acces ad libitum a I'’eau et a la nourriture. Les animaux (males et femelles) sont
agés de 3 semaines a 2 mois lors des expériences. Les procédures expérimentales pratiquées
dans cette étude, respectent les réglementations protégeant les animaux utilisés a des fins
de recherche, approuvées par le Comité d’éthique de Marseille enregistré sous le numéro 14

(décision d’autorisation n°45-29102012). Les actes chirurgicaux ont été réalisés sous

anesthésie par des personnes habilitées.
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II. ELECTROPHYSIOLOGIE
I1.1. Préparation des tranches pour I'électrophysiologie

Toutes les expériences d'électrophysiologie ont été menées chez des souris agées de 3-4
semaines (P21-28) et identifiées par génotypage (par I'équipe Fasano). Le cerveau est coupé
en tranches coronales de 250 um d’épaisseur, obtenues a l'aide d'un vibratome (Leica VT
10008S). Les tranches sont conservées le temps de la coupe dans une solution de choline
maintenue entre 0°C et 4°C et contenant : choline (126 mM), KCI (2.5 mM), NaH,PO, (1.2
mM), NaHCO3 (25 mM), MgCl (7 mM), glucose (6.3 mM), CaCl, (0.5 mM), bullée avec du
carbogéne (95% 0O,, 5% CO,). Les tranches sont ensuite placées dans une solution de liquide
cérébro-spinal artificiel (ACSF) contenant : NaCl (126 mM), KCI (2.5 mM), NaH,PO4 (1.2 mM),
MgCl, (1.2 mM), CaCl, (2.4 mM), NaHCO; (25 mM), glucose (11 mM), pyruvate de sodium (5
mM) et acide kynurénique (0.25 mM) maintenue a température ambiante et bullée avec du

carbogéne.

I1.2. Electrophysiologie en patch-clamp et analyse des
données

Les tranches sont placées dans la chambre d’enregistrements du poste d'électrophysiologie
et perfusées en continu (2-3 ml/min) par une solution d’ACSF (comme décrite
précédemment mais sans pyruvate de sodium ni acide kynurénique) saturée en carbogéne.
Les neurones sont visualisés grace a un microscope (Olympus BX51WI) a infrarouge équipé
d’une caméra digitale (Hitachi). La microélectrode d'enregistrement est pilotée par un
micromanipulateur électrique (Sutter MPC-200). Les données sont acquises et enregistrées
grace a un amplificateur (Axon Instruments AxoPatch 200B,) couplé a un ordinateur utilisant
le logiciel pClamp 10.2 (Axon Instruments). La stimulation des fibres présynaptiques est
obtenue a I'aide d’un stimulateur (Grass Instruments S88), d'une unité d'isolation a voltage
constant (Grass Instruments SIU5) et d’une électrode bipolaire en tungstene pilotée par un
micromanipulateur mécanique (ASI MX130L).

Les neurones sont enregistrés en patch-clamp, en configuration cellule attachée (cell-

attached) et/ou cellule entiere (whole-cell). La pipette d’enregistrement contient une
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solution de K-gluconate (125 mM), NaCl (10 mM), CaCl, (1 mM), MgCl, (2 mM), 1,2-bis (2-
aminophenoxyethane-N,N,N,N-tetraacetic acid (BAPTA, 0.5 mM), acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-
pipérazine éthane sulfonique (HEPES, 19 mM), guanosine triphosphate (GTP, 0.3 mM), Mg-
adenosine triphosphate (Mg-ATP, 1 mM), ajustée a pH 7.3 avec une solution de KOH. Pour
les expériences de plasticité synaptique corticale et de mesure du ratio NMDA/AMPA, les
neurones ont été enregistrés avec une solution de CsMeSO3 (126 mM), HEPES (10 mM),
EGTA (1 mM), QX-314 chlorure (2 mM), CaCl, (0.1 mM), MgATP (4 mM), NasGTP (0.3 mM),
Na,phosphocréatine (8 mM), ajustée a pH 7.3 avec une solution de CsOH. La configuration
en whole-cell nous a permis d'enregistrer les propriétés membranaires du neurone (modalité
current-clamp) ainsi que les courants (modalité voltage-clamp) dus a l'activation des
récepteurs ionotropiques du glutamate et du GABA. Les enregistrements ont été effectués
en présence de picrotoxine (PTX, 50 uM) afin de bloquer la transmission synaptique
GABAergique, sauf quand nous avons étudié la transmission synaptique GABAergique (dans
ce cas, les enregistrements étaient effectués en présence de 10 uM de CNQX et 10 uM d’AP-
5).

Les neurones enregistrés sont maintenus a un potentiel avoisinant leurs potentiels de
repos (autour de -80 mV pour les MSNs du striatum et -60 mV pour les neurones pyramidaux
de la couche V du cortex). La résistance en série ainsi que I'état du seal (le "scellement"
entre la microélectrode de patch-clamp et la membrane neuronale) sont régulierement
vérifiés pendant toute la durée de I'enregistrement par des créneaux 5 mV, et les neurones
avec une résistance en série variable de 20% ou plus et/ou avec un seal instable ont été
exclus de I'étude. Différents protocoles ont été appliqués afin d'étudier et de mesurer les
propriétés de membrane, le niveau d’activité et la plasticité (a court et long terme) des

neurones.

90



Matériels et Méthodes

Neurones pyramidaux
de la couche V

@® MSNs

Cellules TSHZ3 positives
- CINs Cellules qui n’expriment pas TSHZ3

Figure 22 : Schémas des différents enregistrements électrophysiologiques a différents niveaux de la
circuiterie cortico-striée.

(A, B, C) Hémi-coupe coronale de cerveau de souris montrant les neurones pyramidaux du cortex (couche V)
projetant a travers le corps calleux et formant des connexions avec les MSNs du striatum. Les CINs sont aussi
représentés. L'électrode de patch-clamp est représentée en bleu, alors que I’électrode de stimulation bipolaire
est en rouge.

(A) Enregistrement des MSNs striataux et stimulation de la voie cortico-striée.

(B) Enregistrement des CINs striataux.

(C) Enregistrement des neurones pyramidaux de la couche V et stimulation des afférences (en partie issues des
neurones des couches II-ll).

- Enregistrement de I'activité spontanée et "miniature"
L'activité spontanée, ou SEPSCs (spontaneous excitatory postsynaptic currents), est
enregistrée en continu pendant 1-3 minutes, en absence de stimulation présynaptique, afin
d'étudier les réponses synaptiques dues a la libération spontanée de glutamate par les
terminaisons présynaptiques. Ce type d'activité est d( a la libération de glutamate par les
neurones présynaptiques, a la fois dépendante et indépendante des PAs.

L'activité "miniature" ou mEPSCs (miniature EPSCs) est également enregistrée en
continu pendant 1-3 minutes, toujours en absence de stimulation présynaptique, mais en
présence de tétrodotoxine (TTX, 1 mM) afin de bloquer les canaux sodiques voltage-
dépendants et les PAs. Les mEPSCs sont donc dus exclusivement a la libération spontanée de
glutamate indépendante des PAs.

Les enregistrements sont ensuite filtrés avec le logiciel pClamp 10.2 et analysés a

I'aide du logiciel MiniAnalysis 6.0 (Synaptosoft), afin de mesurer I'amplitude et la fréquence
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des sEPSCs et des mEPSCs, ainsi que |’ « inter-event interval » (l'intervalle de temps qui

sépare deux sEPSCs ou mEPSCs consécutifs).

- Paired-pulse ratio

Le paired-pulse ratio (PPR) est une forme de plasticité a court terme, induite par deux
stimulations consécutives et rapprochées (quelques dizaines de ms) des fibres. Sa mesure
permet d’évaluer la probabilité de libération de neurotransmetteur PA-dépendante. Le PPR
est calculé comme le rapport entre I'amplitude du deuxieme EPSC sur le premier
(EPSC,/EPSC;) (Figure 23). Ainsi, un PPR>1 (EPSC, plus grand que EPSC;) suggére que le 2éme
EPSC a été facilité par le ler (on parle ici de paired-pulse facilitation) ; en d'autres termes,
plus PPR est élevé, plus la probabilité de libération du glutamate par les terminaisons
présynaptiques est réduite (Zucker and Regehr, 2002). Dans notre cas, le but n'était pas
d'évaluer la probabilité de libération "absolue", mais de comparer celle des souris mutantes
avec celle des contréles. Nous avons appliqué le méme protocole pour mesurer le PPR des
synapses GABAergiques du cortex, en mesurant les courants postsynaptiques inhibiteurs ou
IPSCs (inhibitory postsynaptic currents).

Dans notre protocole, les intervalles entre les deux stimulations sont de 20, 40, 80,
160 et 320 ms. Pour chaque intervalle de temps, 5 a 6 enregistrements sont effectués et le
PPR est calculé sur la moyenne de ces enregistrements. L'amplitude est mesurée grace au
logiciel pClamp 10.2 et les données sont intégrées dans un classeur Excel afin de calculer le

PPR pour chaque intervalle.

Intervalle inter-pulse

]

EPSC,

_ Amplitude de I'EPSC,

PPR =
Amplitude de 'EPSC,

Figure 23 : Protocole de mesure du paired-pulse ratio pour un intervalle de 40 ms.

Exemple d'un tracé obtenu avec un protocole de deux stimulations consécutives (intervalle 40 ms) afin
d'étudier le paired-pulse ratio (PPR). Le PPR est le rapport entre I'amplitude du EPSC, sur I'EPSC;. On observe ici
une paired-pulse facilitation (PPF), c'est a dire que I'amplitude de I'EPSC; est plus importante que I'EPSC;. : dans
ce cas, le PPR est >1, indiquant que I’'EPSC, est facilité par I'EPSC;.
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- Induction de la LTD et de la LTP cortico-striée

La LTD dans le striatum est induite par 3 trains de stimulation d’une fréquence de 100 Hz ;
chaque train de stimulation dure 3 s et est espacé de 20 secondes de repos, et tout le long
du protocole le neurone est maintenu a -80 mV (Figure 24A). La LTP est induite par le méme
type de stimulation, mais chaque train est accompagné par une dépolarisation visant a
porter le potentiel de membrane du neurone a -20/-30 mV, afin de permettre I'activation
des récepteurs NMDA (Figure 24B). Les EPSCs de contrble sont enregistrés pendant 5 min (a
raison d’une stimulation toutes les 20 sec) afin d'établir une amplitude de référence, et les
EPSCs post-protocole pendant, idéalement, au moins 25 min afin d’analyser leurs
changements d'amplitude a long terme (toujours a raison d'une stimulation toutes les 20
secondes). Chaque enregistrement est ensuite analysé grace au logiciel pClamp 10.2 et via
des tableaux Excel. L'amplitude des EPSCs est normalisée par rapport a la moyenne de
I'amplitude des EPSCs de référence (contréle), puis la moyenne de 3 EPSCs successifs est
calculée afin d'avoir 1 point par min et obtenir un graphique du décours temporel de
I'expérience.

3
s 3s 20s 1 3s

-80 mvV

3s 3s
B 20s 20s
—— k. I_—- e A
I]ZnA

J:

-20 mV

-80 mV

Figure 24 : Protocoles d’induction de la LTD et la LTP cortico-striée.

(A) Protocole d'induction de la LTD (noir) : le tracé du haut montre |'effet sur le courant (modalité voltage-
clamp) des 3 trains de stimulation de la voie cortico-striée, chacun d'une durée de 3 s, appliqués a une
fréquence de 100 Hz pendant 3 s, avec 20 secondes d’intervalle entre chaque train. Le tracé du bas représente
le potentiel de membrane du MSN, ici maintenu a -80 mV.

(B) Protocole d'induction de la LTP (rouge) : le protocole est identique a la LTD, a la différence que le MSN est
dépolarisé a -20/-30 mV en méme temps que les trains de stimulation, dans le but de lever l'inactivation des
récepteurs NMDA due a I'ion Mg”*.
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- Induction de la LTD et de la LTP corticale
La LTP dans la couche V du cortex est théoriquement obtenue en effectuant un protocole de
pairing, c'est-a-dire des stimulations présynaptiques (2 Hz, 360 pulses) chacune couplée a
une dépolarisation postsynaptique au potentiel de +10 mV. Suivant le méme principe de
pairing, la LTD corticale s’obtiendrait par une stimulation présynaptique a basse fréquence
(1 Hz, 200 pulses) en dépolarisant simultanément le neurone pyramidal a -30 mV (Guo et al.,

2015) (Figure 25).

courant entrant (coupé) —
200 pA|

Figure 25 : Protocole d’induction de la LTD corticale.
Ce protocole consiste en la stimulation des fibres afférentes

10 ms

artefact de stimulation ~ appariée a la dépolarisation (de -70 & -30 mV) du neurone
pyramidal de la couche V enregistrée (pairing) ; cela est
{iUrnV’r ¥~ Epsc répété 200 fois a une fréquence de 1 Hz (selon Guo et al.

2016).

-70 mV

N

dépolarisation postsynaptique
couplée avec
stimulation présynaptique

- Ratio NMDA/AMPA
Les neurones sont maintenus a un potentiel de -60 mV, potentiel auquel I'EPSC observé suite
a la stimulation des fibres présynaptiques est uniquement di a |'activation des récepteurs
AMPA. Le neurone est ensuite amené a un potentiel de +40 mV, afin de permettre
I'activation des récepteur NMDA : I'EPSC alors observé est constitué de 2 composantes,
AMPA et NMDA (Figure 26). 5 a 6 enregistrements sont effectués a -60 mV et autant a +40
mV. L'amplitude des réponses a chaque potentiel est moyennée et ensuite mesurée grace
au logiciel pClamp 10.2. Afin de déterminer la composante de I'EPSC due aux récepteurs
AMPA, l'amplitude est mesurée a -60 mV au pic de la réponse. Pour déterminer la
composante de I'EPSC due aux récepteurs NMDA, I'amplitude est mesurée a +40 mV et 40
ms apres l'artefact de stimulation, temps a partir duquel on estime la totalité de la
composante AMPA disparue (Figure 26, rond gris en haut). Les données sont finalement

intégrées dans un classeur Excel afin de déterminer le rapport entre la composante NMDA et
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AMPA (ratio NMDA/AMPA). Ce protocole permet d'effectuer ce type de mesures sur le

méme neurone et sans ajouter des antagonistes sélectifs des récepteurs AMPA et NMDA.

Figure 26 : Protocole de mesure du ratio NMDA/AMPA.

& +40mv Exemple d’un tracé représentant des EPSCs évoqués dans un MSN par stimulation
de la voie cortico-striée, enregistrés a -60 mV (composante due a l'activation des
&— +40mV +AP-5  récepteurs AMPA) et & +40 mV (composante due a I'activation des récepteurs
AMPA+NMDA). En effet, en présence d’AP-5 (antagoniste des récepteurs NMDA),
“ _]200 pA  OnN perd la composante NMDA : la réponse observée ne met en jeu que les
-60 mV . S L J C s
) 20 ms récepteurs AMPA et est similaire (mais inversée) a celle enregistrée a -60 mV. Les

points gris montrent a quel moment la composante AMPA (a -60 mV) et la
composante NMDA (a +40 mV) des EPSCs ont été mesurées (en I'absence d'antagonistes). On considére qu’a
+40 ms apres le stimulus la composante AMPA est négligeable, donc on ne mesure que la composante NMDA.

- Propriétés de membrane et excitabilité
Au cours de certaines expériences, nous avons enregistré les propriétés de membrane des
neurones pyramidaux du cortex (couche V) et des CINs en modalité courant imposé (current-
clamp). En particulier, le potentiel de repos, la relation courant-voltage (relation i-V), la
résistance membranaire et des parametres du PA (Figure 25). Le potentiel de repos a été
mesuré en correspondance d'une injection de courant égale a zéro.

La relation i-V a été réalisée en injectant des courants négatifs (hyperpolarisants) et
positifs (dépolarisants) en incréments de 50 pA a partir de -200 jusqu'a +300 pA. La
résistance membranaire correspond a la pente de la droite qui relie au mieux les points de la
relation i-V. La rhéobase est définie comme l'intensité de courant minimale permettant de
déclencher un potentiel d’action et elle est mesurée dans chaque neurone, en réponse a

I'injection de courants positifs d'amplitude progressivement croissante.

1: potentiel de repos du neurone.

2 : seuil de déclenchement du PA.
ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ 3 : largeur du PA a la moitié de son

amplitude maximale (half width).

4 : valeurs positives (overshoot) du PA.

5 : amplitude maximale (pic) du PA.

- N— 6 : temps écoulé entre le dépassement

Potentiel de membrane Vm {mV)

L 1 1 1 1 1 du seuil et le pic du PA (time-to-peak).
0 1 2 3 4 5
Temps (ms) 7 : pente (slope) du PA du seuil au pic.

Figure 27 : Mesures effectuées sur le potentiel d’action (PA).
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- Régularité de la décharge des CINs
Nous avons enregistré l'activité de décharge spontanée des CINs en configuration cell-
attached et whole-cell sur les mémes cellules. Par contre, seulement environ deux tiers des
enregistrements en cell-attached permettaient de mettre en évidence de I'activité de
décharge spontanée. Les intervalles inter-PA sont mesurés et analysés a l'aide du logiciel
MiniAnalysis 6.0 (Synaptosoft), et le coefficient de variation (CV) est calculé sur un tableur
Excel, en faisant le rapport entre I'écart type et la moyenne des valeurs des intervalles inter-

PAs pour un méme enregistrement.
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I1I. IMMUNO-DETECTION

III.1. Principe

L'immunohistochimie permet la détection de protéines grace a I'utilisation d’anticorps (AC)
primaires qui reconnaissent de maniere spécifique la protéine d’intérét. La détection est
généralement amplifiée a I'aide d’anticorps secondaires qui sont couplés a un fluorophore et

gui reconnaissent de maniére spécifique I'anticorps primaire.

III.1.a. Préparation des tissus

- Tissus perfusés
Les animaux (P20-30) sont dans un premier temps anesthésiés a I'aide d’une injection
intrapéritonéale d’une solution de xylazine (Rompun, 10 mg/kg) et de kétamine (Imalgéne
500, 75 mg/kg) (ou Kéta/Xyla). Lorsque les souris sont profondément endormies et ne
présentent plus aucun réflexe, la cage thoracique est ouverte et une seringue est insérée
dans le ventricule cardiaque gauche. Aprés incision de I'oreillette droite, 5 ml de NaCl 0.9%
puis 30 ml de paraformaldéhyde (PFA, Sigma Aldrich) 4% sont perfusés lentement a I'aide
d’une pompe (Pharmacia Fine Chemicals) a un débit de 5 ml/min. La PFA est diluée dans du
tampon phosphate (TP) 0.12 M (1 L de TP est composé de : 500 ml de K;HPO,4, 0.2 M ; 100 ml
de NaH,P0Q,4, 0.2 M ; 400 ml d’H,0). Les cerveaux sont ensuite prélevés et post-fixés 1 jour
dans de la PFA 4% a 4°C puis incubés puis dans une solution de TP contenant 30% de sucrose
(Sigma Aldrich) permettant de cryoprotéger les tissus. Les cerveaux sont ensuite congelés
dans la carboglace pilée. Enfin ils sont coupés en tranches coronales (40 a 70 um) a l'aide
d’un cryostat (Leica CM3050) au niveau du striatum et les coupes sont récupérées une a une
de maniere sériée dans des plaques de 24 puits contenant une solution d’antigel glycérol
(pour 400 ml : 0.628 g de NaH,PQO4; 2.18 g de Na,HPO,; 160 ml d’H20 ; 120 ml d’éthylene
glycol ; 120 ml de glycérol). Elles sont ensuite conservées a -20°C jusqu’au moment du

marquage.

97



Matériels et Méthodes

Anticorps primaires Région Anticorps secondaires

Str, nBM, M5, dne anti-lapin alexa 555 {1/500,

Anti-B-galactosid lapin, 1,/1000, C |
nti--galactosidase (lapin, 1/ appel) PPT Invitrogen, France)

ane anti-chévre alexa 488 (1/300,

Anti-cholineacétyltransférase (chévre,1/100, Str, nBM, M5, . . .
Invitrogen) ou dne anti-chévre alexa

Milli PPT
illipore] 555 (1/500, Invitrogen)
Anti-TSHZ3 (cochon d'inde, 1/2500, don de Str. Cx ane anti-cochon d'inde alexa 555
r, .
A.Garratt, Berlin) (1/1000, Invitrogen)

Anti-sous unité B de la toxine cholérigue (chévre, ane anti-chévre alexa 555 ( 1/1000,

Str, Cx
1/1000, Biological Lab) f Life Tecnologies)
hé ti- is alexa 488 (1/1000,
Anti-NeuN (souris, 1/500, Mah377 Millipore) Cx chévre anti-souris alexa 483 (1/
Molecular probes)
hé ti-rat alexa 488 (1,/1000,
Anti-BCL11B (CTIP2, rat, 1/1000, Abcam) Cx chévre anti-rat alexa 488 (1/
Molecular probes)
Anti-GFP (lapin, 1/500, Invitrogen) Str dne anti-lapin 488 (1/500, Invitrogen)

Tableau I : Liste des anticorps primaire et secondaire utilisés.

- Tissus non perfusés (tissus frais)
Aprés sacrifice des animaux (P7 a P20) et ouverture de la boite cranienne, les cerveaux sont
rapidement enfouis dans la carboglace pilée, puis conservés a -80°C. lls sont ensuite coupés
au cryostat (14 a 20 um) et directement récupérées sur lame superfrost qui sont préservées
a -80°C. Pour I'immunodétection de TSHZ3, les lames sont décongelées et rapidement
immergées dans une solution de PFA 4% pendant 15 minutes.
Que les tissus soient perfusés ou seulement fixés, les protocoles d’immuno-détection

sont appliqués de la méme fagcon (sur lame ou dans des puits).

IIL.1.b. Protocoles d'immunomarquages

Les coupes sont rincées toute une nuit afin de retirer I'antigel dans lequel elles sont
conservées. Elles sont ensuite perméabilisées par incubation dans du TPT (TP 0.4 % triton ;
sigma Aldricht) pendant 30 min. Afin de bloquer les sites aspécifiques, les coupes sont
plongées dans du TPT contenant de I'albumine de sérum bovin 5 % (BSA, Sigma Aldricht)

pendant 1 heure. Elles sont incubées pendant une a trois nuits (selon I'anticorps primaire) a
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température ambiante dans une solution contenant I'anticorps primaire dilué dans une
solution de TPT contenant de la BSA 1% (Tableau I). Le lendemain, les coupes sont rincées
dans du TP (4X10 min) puis sont incubées pendant 1h30 dans une solution TPT/1% BSA
contenant I'anticorps secondaire approprié (Tableau I). Les coupes sont a nouveau rincées
dans du TP et sont montées sur lames gélatinées avec du Fluorsave Reagent (Calbiochem),
permettant une bonne conservation de la fluorescence. Elles sont conservées a 4°C a I'abri
de la lumiere.

A la fin de certains protocoles d'immuno-détection, les coupes sont contre-colorées
au DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole, fluorescent et se liant aux bases azotées de I'’ADN),
en les plongeant pendant 5 min dans une solution a une concentration de 1 mM.

L'observation des coupes a été réalisée sur un microscope a épifluorescence ou
confocal (LSM 780) et les images ont été acquises avec le logiciel Zen (Zeiss). Les coupes
immunomarquées ont été analysées a 'aide d’un analyseur d’'image (Explora Nova) afin de
guantifier le nombre de CINs présents dans le striatum aprés délétion du gene Tshz3. Apres
avoir tracé le contour de la structure d’intérét (striatum dorsal), on effectue un pointage
manuel des cellules immuno-positives. La quantification du nombre de cellules identifiées
dans la région d’intérét est réalisée grace au logiciel Mercaptor. Le nombre de cellules
qguantifiées est rapporté a la surface striatale précédemment délimitée afin de déterminer
une densité de cellules par mm?.

Pour la quantification des cellules dans le cortex, les cellules marquées sont
comptées dans des surfaces de 250 um? choisies aléatoirement dans les couche V, VI et les
couches lI-lll (voir aussi ci-dessous). Le comptage des cellules NeuN (Neuronal Nuclei)
positives a été effectué sur 29 coupes issues de 4 souris par génotypes et les cellules BCL11B
(B-cell lymphoma/leukemia 11B) positives ont été comptées a partir de 32 coupes issues de
3 souris par génotype. Le nombre de cellules a été déterminé de maniéere automatique grace
au logiciel Imagel.

Concernant les données d’évaluation de la colocalisation de TSHZ3 et de la ChAT dans
les noyaux cholinergiques de I'encéphale, nous avons rencontré des problemes techniques
pour la détection de TSHZ3 sur tissu fixé, qui est cependant une condition nécessaire pour la
détection optimale de la ChAT. L’équipe Fasano ayant déja montrée que le patron

d’expression de la B-galactosidase est équivalent au patron d’expression de TSHZ3 chez les
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souris Tshz3™'o¢?

(Caubit et al., 2008, 2010), nous nous sommes donc servis de ce modéle
pour évaluer I'expression de TSHZ3 dans les différents noyaux cholinergiques. Nous estimons
la colocalisation en faisant le rapport entre le nombre de cellules doublement positives (B-
galactosidase/ChAT) sur le nombre total de cellules ChAT positives. Cette évaluation est

réalisée sur des clichés acquis au microscope confocal.
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IV. LA CHIRURGIE STEREOTAXIQUE

Les souris (P30) ont été anesthésiées a I'aide d’une injection intrapéritonéale d’'un mélange
de Kéta/Xyla. Cet anesthésique permet un endormissement rapide et de courte durée
compatible avec la durée des interventions pratiquées dans ce projet. L'animal est fixé sur
un appareil de stéréotaxie (David Kopf) et placé pendant toute la durée de I'opération sur un
disque chauffant afin d’éviter I’hypothermie. Le scalp est ensuite incisé le long de la ligne
médiane et une petite trépanation est réalisée au-dessus de la zone d’intérét en utilisant les
coordonnées stéréotaxiques appropriées (Paxinos G and Franklin KBJ, 2001). Un injecteur
métallique (30 gauge, Phymep) est monté sur un bras stéréotaxique est ensuite descendu a
travers cette ouverture. Aprés 3 min d’attente, la solution souhaitée est alors injectée a un
débit de 0.3 pl/min a I'aide d’une seringue Hamilton de 10 pl. Cette seringue est reliée a
I'injecteur par un cathéter et montée sur une micropompe motorisée (KD Scientific USA).
L'injecteur est ensuite remonté au moins 3 min aprés la fin de l'injection afin de limiter la
diffusion de la substance injectée.

Afin de visualiser les neurones cortico-striés, une injection de 0.3 pl de toxine
cholérique (sous-unité B, CT-B 1 mg/ml ; Thermo Fischer Scientific) dans le striatum dorsal
est pratiquée comme décrit ci-dessus, suivant des coordonnées déterminées a partir du
bregma a l'aide de I'atlas stéréotaxique : AP (antéro-postériorité) : +1 mm, L (latéralité) :
+1.8 mm, DV (dorso-ventral) : -2.9 mm par rapport a la dure-mere (Paxinos G and Franklin
KBJ, 2001). 10 jours apres I'injection (temps nécessaire au transport rétrograde optimal de la
toxine), les animaux sont perfusés et la détection de la sous-unité B de la toxine cholérique
est obtenue par un marquage immunohistochimique (voir protocole ci-dessus) utilisant un
AC primaire adéquat (voir table I).

A la fin de chaque expérimentation stéréotaxique, des sutures sont effectuées au
niveau de l'incision pratiquée. Le réveil des souris a lieu dans une cage munie d’un tapis
chauffant. Lorsque I'animal est compléetement réveillé, il retourne dans I'animalerie. Un suivi
postopératoire est alors effectué pendant quatre jours pendant lesquels I'état général de

I'animal ainsi que son poids sont surveillés.
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V. LA MICRODIALYSE INTRACEREBRALE

V.1. Principe et mise en place

La microdialyse intracérébrale est une technique qui permet le recueil de composés
endogéenes présents dans le milieu extracellulaire du tissu cérébral. L'extrémité de la sonde
de microdialyse est composée d’'une membrane semi-perméable au travers de laquelle va
s’effectuer un échange osmotique entre du liquide céphalo-rachidien (LCR) synthétique (le
LCR synthétique de base est appelé LCR « classique », Tableau Il) et le LCR endogéne
(agrandissement figure 28).

La microdialyse est généralement couplée a une technique de séparation et de détection
appropriée permettant d’extraire des données qualitatives et quantitatives des dialysats, ici
I'HPLC (chromatographie liquide a haute performance), couplée a une détection
fluorimétrique des acides aminés (Figure 28A).

Le guide de microdialyse (CMA 7, Phymep, France) est implanté au niveau du
striatum dorsal (Figure 28B), suivant des coordonées stéréotaxiques définies a partir du
bregma d’aprées I'atlas stéréotaxique (Paxinos G and Franklin KBJ, 2001). Les coordonnées
utilisées pour I'implantation sont : AP : +1 mm, L : +1.5 mm et DV : -1.7 mm par rapport a la
dure-mere (Paxinos G and Franklin KBJ, 2001). Afin d’éviter tout dépo6t d’'impuretés dans le
guide, il est cl6t par un mandrin qui est retiré lors de la mise en place de la sonde de
microdialyse (Figure 28A). Le maintien du guide sur le crane de I'animal est assuré par du
ciment dentaire, la plaie est suturée et les soins postopératoires sont effectués (antisepsie et

antalgie), avant que les animaux ne soient replacés dans leurs cages de stabulation.

Composants LCR Classique LCR potassique
Nacl 147 mM 2.7mM
KCl 2.7 mM 40 mM
Cacly L2mmM 1.2mM
MgClz 0.85 mM 0.85 mM

Tableau Il : Composition des liquides céphalo-rachidiens classique et enrichis en potassium « potassique »
pour les expériences de microdialyse.
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Figure 28 : Microdialyse in vivo.

(A) Photographies montrant un guide canule (avec mandrin) et une sonde de microdialyse utilisés lors des
expériences. L'extrémité inférieure de la sonde est constituée d’'une membrane semi-perméable représentée
schématiquement.

(B) Représentation schématique du placement du guide canule aprés implantation : le guide canule est
implanté de fagon a ce que son extrémité inférieure affleure au niveau de la bordure dorsale du striatum juste
en dessous du corps calleux. La sonde sera ensuite insérée dans le guide canule.

V.2. Collecte des échantillons

Préalablement a son insertion intracérébrale, la sonde de microdialyse est immergée
pendant 40 minutes dans du LCR synthétique contenant une concentration connue des
molécules d’intéréts (concentration initiale). Le rendement de la sonde est calculé in vitro,
avant et apres la microdialyse, en faisant le rapport entre la concentration initiale et la
concentration finale de ces molécules recueillies a la sortie de la sonde. Ainsi, le cas échéant,
un facteur de correction est appliqué aux résultats des mesures. La collecte de I'échantillon
se fait sur 'animal éveillé : la sonde est connectée a un capillaire relié a un connecteur
rotatif (Instech Laboratories) placé a I'extrémité d’un bras de levier (CMA/120), ce systéme
permettant le recueil des échantillons sur un animal libre de ses mouvements. Le LCR
synthétique est perfusé a I'aide de seringues calibrées (CMA/100, 1 ml), placées sur un
pousse-seringue (CMA/102). Les deux premiéres heures qui suivent la mise en place de la
sonde correspondent a la période d’équilibration pendant laquelle aucun échantillon n’est
prélevé. Par la suite, un échantillon de 20 pl est prélevé toutes les 20 minutes (Figure 29)

dans un tube de dosage d’HPLC contenant 20 ul d’un mélange d’acide ascorbique
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(antioxydant, 10 uM) et d’homosérine (contréle interne de chaque échantillon, 1 uM). Les
niveaux de base sont mesurés sur cing échantillons recueillis pendant 100 minutes en
perfusant du LCR « classique » (Tableau Il). Par la suite, un choc potassique est réalisé
pendant 40 minutes pendant lesquelles du LCR synthétique enrichit en KCI (40 mM KCI, LCR
« potassique », Tableau Il) est perfusé. Enfin, cing autres échantillons sont recueillis aprés le
choc potassique, en utilisant a nouveau du LCR « classique » (Figure 29). Les échantillons
sont enfin analysés par HPLC en comparaison avec une solution standard contenant les

composés d’intérét a des concentrations déterminées.

Switch du Switch du
Fin de I'equilibration | | CR classique | |LCR potassique
Sonde placée au au
dans le striatum Début de la collecte || CR potassique| | LCR classique
des échantillons Fin de 'expérience

FRRANTRIRARRY

Temps expérimental

s - Collecte Collecte Collecte
Equilibrati ;
q1u2|(|) rrnairllon 5 échantillons 2 échantillons 5 échantillons (minutes)
100 min 40 min 100 min

Figure 29 : Chronologie de la microdialyse in vivo.
Les petites fleches noires représentent les échantillons collectés sous perfusion de LCR « classique », alors que
les rouges dénotent les échantillons collectés sous perfusion de LCR « potassique ».
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VI. ANALYSES STATISTIQUES

Les données sont exprimées comme valeurs moyennes + erreur moyenne standard (SEM).
Elles ont été analysées a l'aide du logiciel Prism (version 3 ou 5, GraphPad), utilisé aussi pour
réaliser les graphiques, et avec les tests statistiques suivants :

- Le test du t de Student et le test de Mann-Whitney pour comparer 2 groupes
d’échantillons.

- L'analyse de variance a un facteur controlé (one-way ANOVA ou le test de Kruskal-Wallis) et
le test de Dunn post-hoc (test de comparaisons multiples) pour les comparaisons a 3 ou plus
groupes d'échantillons.

- L'analyse de variance a deux facteurs controlés (two-way ANOVA).

- Le test de Kolmogorov-Smirnov pour 2 échantillons pour les données relatives a la
distribution  cumulative. Ce test a été réalisé online sur le site
http://www.physics.csbsju.edu/stats/KS-test.n.plot_form.html.

Les différences sont considérées comme  significatives lorsque  p<0.05.
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Des données antérieures ont mis en évidence un lien entre microdélétion hétérozygote de
Tshz3 et TSA, eux-mémes souvent associés a des perturbations de la circuiterie cortico-
striée. Le but de ce travail de thése est donc d’étudier I'impact de la délétion conditionnelle
de Tshz3 sur la circuiterie cortico-striée. De facon plus précise nous voulons savoir si la
délétion de Tshz3 perturbe la fonction et les propriétés des neurones qui expriment Tshz3

mais également les connexions établies par ces neurones.

I. ETUDE DE LA CIRCUITERIE CORTICO-STRIEE DANS LE
MODELE Tshz3-pnCxKO

I.1. Morphologie des neurones pyramidaux de la couche V et
de leurs projections, et validation du modele Tshz3-
pnCxKO

Dans un premier temps nous avons validé le modéle Tshz3-pnCxKO en évaluant la perte de
I'expression de TSHZ3 dans les neurones cortico-striés a P28. Chez les souris Tshz3-pnCxKO,
nous avons constaté que I'expression de TSHZ3 est drastiguement diminuée dans le cortex
(Figure 30). Nous avons parallelement vérifié que la quantité de cellules corticales n’est pas
modifiée par la perte d'expression de Tshz3. Pour cela, des comptages ont été effectués
apres des immunomarquages de BCL11B (CTIP2), permettant de marquer les neurones de la
couche V, ou de NeuN, permettant de marquer tous les neurones (Figure 31). Les souris
Tshz3-pnCxKO ne présentent pas de variations du nombre de cellules BCL11B positives dans
les couches profondes par rapport aux controles Cre-, et de maniere plus large, du nombre
de cellules NeuN positives dans le cortex. L'absence de Tshz3 n’affecte donc pas la densité
de neurones corticaux.

De fagon inattendue, nous observons chez ces souris une réduction du nombre de
cellules TSHZ3 positives dans le striatum, que nous avons identifiées comme étant des CINs

(voir 11.1).
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Figure 30 : Validation du modeéle Tshz3-pnCxKO a P28.

Chez les souris Tshz3-pnCxKO, I'expression de TSHZ3 est diminuée de facon drastique dans le cortex (B) et
réduite dans le striatum (D) par rapport aux souris Cre- (A, C). Anti-TSHZ3 (rouge) ; DAPI (bleu) ; L2-3, couches
[I-1l ; L5, couche V ; L6, couche VI ; échelles : (A, B) 200 um (C, D) 100 um.

Nous nous sommes ensuite demandé si la délétion de Tshz3 perturbe la connectivité
des neurones cortico-striés. Pour vérifier cela nous avons réalisé des injections
stéréotaxiques d’un traceur rétrograde dans le striatum (sous-unité B de la toxine
cholérique), de fagon a marquer les neurones pyramidaux de la couche V. Ce traceur a été
détecté au niveau des corps cellulaires des neurones de la couche V et des sites d’injection,
et nous avons vu que les neurones cortico-striés sont présents chez les souris Tshz3-pnCxKO
comme chez les Cre- du c6té ipsilatéral (Figure 32A) et dans une proportion moindre du coté
controlatéral a l'injection aussi bien ipsi- que controlatéralement (non montré). Un autre
moyen de vérifier cette donnée qualitative est d’utiliser des souris Thyl-GFP (Thyl: cell
surface antigen, GFP : green fluorescent protein), dans laquelle les neurones de la couche
corticale V et leurs prolongements sont marqués de maniere stochastique (Figure 32B).
L'ensemble de ces résultats montre que les neurones du cortex formant la voie cortico-striée
ainsi que leurs projections striatales sont toujours présents suite a la perte de Tshz3 chez les

souris Tshz3-pnCxKO a P28.
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Figure 31 : Immunocytochimie de NeuN et BCL11B (CTIP2) sur des coupes coronales de cerveau de souris Cre-
et Tshz3-pnCxKO a P28.
Les graphiques indiquent le nombre moyen + SEM de cellules positives pour chaque couche.
Suite au comptage des cellules NeuN positives, aucune différences significative n’a été trouvée entre les Cre- et
les Tshz3-pnCxKO (couche II-1I : 238.8+37 vs. 219.4+26.8 cellules/250 pm?, p=0.09 ; couche V : 83.0+10.5 vs.
80.2+11.0 cellules/250 um?, p=0.279 ; couche VI : 148.1+22.8 vs. 156.3+19.5 cellules/250 pm?; p=0.123; test t
de Student non apparié).
Aprées quantification des cellules BCL11B positives, aucune différence significative n’a été trouvée entre les Cre-
et les Tshz3-pnCxKO (couche V : 38.7£7.6 vs. 37.918.4 cellules/250 um?, p=0.665; couche VI : 127.2+17.2 vs.
132.8417.9 cellules/250 um?, p=0.187; test t de Student non apparié). Echelle : 100 um.

A

Cre- Tshz3-pnCxKO Cre- Tshz3-pnCxKO

Figure 32 : Préservation de la voie cortico-striée chez les souris Tshz3-pnCxKO.

(A) La toxine marque aussi bien les neurones pyramidaux du cortex chez le contréle (Cre-) et la souris Tshz3-
pnCxKO a P28. Echelle = 200 um. (B) A P28, les axones Thy1-GFP positifs qui proviennent majoritairement de la
couche V, sont visibles dans le striatum des souris Thy1-GFP;Tshz3-pnCxKO, comme chez les Thy1-GFP;Cre-.
Echelle = 250 um. CC, corps calleux ; st, striatum ; L5, couche V.
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I.2. Propriétés intrinseques des neurones pyramidaux de la
couche V

Comme mentionné dans l'introduction, les neurones pyramidaux de la couche V peuvent
étre classés en deux grands groupes, notamment sur la base de critéres
électrophysiologiques : les neurones PT répondent a une hyperpolarisation par un
épaulement (sag) et un rebond (reb) dépolarisant prononcés, et a une dépolarisation par
une posthyperpolarisation (AHP) soutenue, alors que chez les IT ces changements de voltage
sont moindres. Ces trois caractéristiques (sag, reb et AHP) se manifestent avec une
amplitude différente pour chaque neurone pyramidal. Si on fait la somme des amplitudes de
ces caractéristiques (sag + reb + AHP) pour chaque neurone pyramidal, a des intensités de
courant dépolarisants ou hyperpolarisants données, on est alors en mesure d’établir une
valeur seuil permettant de faire la distinction entre les neurones PT et les neurones IT.
Lorsque la somme sag + reb + AHP est supérieure au seuil établi (4.2 mV), le neurone est
alors identifié comme PT et, a l'inverse, le neurone est identifié comme IT lorsqu’elle est
inférieure (Lee et al., 2014). Aprés avoir enregistré des neurones pyramidaux de la couche V
en current-clamp, via la technique du whole-cell patch-clamp, nous avons donc procédé a
I'identification en neurones IT ou PT, en constatant que la répartition entre ces deux classes
n'est pas affectée chez les souris Tshz3-pnCxKO par rapport aux Cre- (Figure 33). En
respectant cette classification nous avons ensuite évalué les différentes propriétés
électrophysiologiques intrinséques des neurones IT et PT dans les deux génotypes.

Les propriétés intrinséques d'un neurone incluent les propriétés passives (comme la
résistance membranaire, Ri, et le potentiel de repos, RMP) et actives (comme les
caractéristiques du PA, (Figure 27) dues aux canaux voltage-dépendants. Nos mesures
montrent que toutes les propriétés intrinseques des neurones, ainsi que toutes les
caractéristiques du PA sont équivalentes que ce soit entre les neurones IT et PT au sein d’un
méme génotype ou en comparant les souris Cre- et Tshz3-pnCxKO (Tableau Ill). A la vue de
ces résultats et pour toute la suite de cette thése, les neurones IT et PT d’'un méme génotype
seront donc groupés et considérés comme une unique population nommée « neurones

pyramidaux de la couche V ».

112



Résultats

Figure 33 : Identification et répartition des
10+ neurones IT et PT selon leurs critéres
T o® U wens  €lectrophysiologiques.
ol . . il ;_,_;;,'J{;:, Les réponses des neurones a des courants hyper- et
T i sag” dépolarisants de 50 pA, comprennent un
> 6 .
2 E i .. TPT épaulement  (sag), un rebond et une
2 4i--me=- Fomememem- -——— posthyperpolarisation (AHP) d’amplitudes
; 0,00 ::’ i différentes pour chaque neurone. Nous avons a 4.2
& 21 o o® mV un seuil au-dessus duquel le neurone est
0 ’ identifié comme un PT et en dessous duquel il est
B Tshz3- o U identifié comme un. I'I:. La répartition des heurones
pnCxKO B R o IT et PT n’est pas différente entre les souris Cre- et
Tshz3-pnCxKO.
Cre- Tshz3-pnCxKO
PT IT PT IT
Potentiel de repos (mV) -56.45 +1.62 -59.16+1.89 -57.30+£1.85 -62.94 £ 1.36
Seuil de déclenchement | .o o, | 3 36824132 | -3567:+054 | -36.74%1.02
du PA (mV)
Amplitude du PA (mV) 106.9+4.19 112.2+4.33 107.2 £ 3.86 117.3+2.33
Overshoot du PA (mV) 68.4+£4.43 75.37£5.13 71.56+4.3 69.01 £ 11.65
Largeur du PA (ms) 0.84 £0.06 0.94 +£0.03 1.01£0.05 0.93+0.05
Pente du PA (mV/ms) 170.96 £ 11.54 164.91 + 8.23 142.43 +£10.83 160.76 + 10.69
Délais entre le seuil et 0.61 £ 0.03 0.63 £ 0.03 0.66 £ 0.03 0.58+0.02
le pic du PA (ms)

Tableau Il : Propriétés électrophysiologiques intrinséques des neurones pyramidaux de la couche V.

Les propriétés des IT et des PT sont semblables, que ce soit chez les souris Cre- ou Tshz3-pnCxKO ; c’est
pourquoi ces deux types de neurones seront désormais groupés en neurones pyramidaux de la couche V dans
chaque génotype. Un test de Kruskal-Wallis suivit par un posttest de Dunn’s n’ont montré aucune significativité
; n=14 pour chaque génotype.

Ensuite, nous avons évalué I'excitabilité des neurones pyramidaux de la couche V.
Pour cela, nous avons d’abord mesuré la rhéobase, qui s’est révélée étre similaire entre les
souris Cre- et Tshz3-pnCxKO (respectivement, 107.1+10.5 vs. 130.8419.1 pA), ainsi que la
résistance membranaire, qui elle aussi ne semble pas affectée par la perte de Tshz3 (Figure

34A). Ensuite nous avons mesuré l'intervalle de temps entre le début d’un pulse de courant

ieme ieme

dépolarisant et le premier PA (ensuite entre le pulse et le 2™, puis entre le pulse et le 3
et ainsi de suite, voir encart Figures 34B,C). Les intervalles de temps entre PAs mesurés a la

suite d’'une dépolarisation déclenchée par un courant de 300 pA ne sont pas différents entre
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les souris Tshz3-pnCxKO et Cre- (Figure 34B). Par contre, lorsqu’on déclenche la décharge par
un courant plus faible (150 pA) amenant le neurone légérement au-dessus du seuil de
déclanchement du PA, on remarque que les intervalles de temps entre PAs s’allongent chez
les souris Tshz3-pnCxKO par rapport aux Cre- (Figure 34C). L’agrandissement de cet intervalle
de temps suggére une diminution de la fréquence d’émission des PA, voire une
accommodation augmentée.

Il semblerait donc que la délétion de Tshz3 n’affecte pas les propriétés intrinséques

des neurones pyramidaux mais les rende cependant moins excitables.
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Figure 34 : Relation courant/voltage et excitabilité des neurones de la couche V.

(A) Valeurs moyennes des relations courant/voltage des neurones cortico-striés (PT et IT sont groupés, voir
Tableau Ill) pour les souris Cre- et Tshz3-pnKO (n=14 neurones par génotype). La comparaison des pentes des
ajustements linéaires (linear fit) ne révéle pas de différence significatives (F(1,283)=1.182, p=0.2778) de la
résistance membranaire (Ri) entre les Cre- (97.214.1 MQ) et les Tshz3-pnKO (102.7+3.1 MQ).

(B, B') lllustration des délais entre le début d’'un courant dépolarisant (+300 pA, 800 ms) et le déclenchement
des 20 premiers PAs. Les valeurs moyennes sont similaires dans les deux groupes (n=14 neurones par
génotype, F(1,436)=0.102, p=0.75, two-way ANOVA).

(C, C') Illustration des délais entre le début d’un courant dépolarisant légerement au-dessus de la rhéobase
(+150 pA, 800 ms) et le déclenchement des 10 premiers PAs. Les neurones des Tshz3-pnCxKO ont un intervalle

inter-PAs plus long que celui des Cre- (n=14 neurones par génotype, F(1,150)=7.135, p=0.008, two-way
ANOVA).
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I.3. Les neurones pyramidaux de la couche V en tant
qu’éléments postsynaptiques

Les neurones pyramidaux de la couche V, qui constituent le cceur de la circuiterie cortico-
striée en tant que lien direct entre le cortex et le striatum, recoivent une myriade
d’afférences, dont un grand nombre proviennent des neurones pyramidaux des couches
corticales ll-lll. Ces deniers expriment TSHZ3 de facon prononcée et par conséquent, la
délétion de Tshz3 pourrait altérer leur transmission synaptique avec les neurones cortico-
striés de la couche V. Pour évaluer cette hypothése nous avons réalisé des enregistrements
électrophysiologiques au niveau des neurones pyramidaux de la couche V en mesurant : la

transmission basale, le ratio NMDA/AMPA, la plasticité a court terme et a long terme.

I.3.a. Transmission basale : activité miniature et spontanée (des
neurones pyramidaux de la couche V).

Dans un premier temps nous avons évalué la transmission basale des neurones cortico-striés
en mesurant :

- L'activité indépendante des PAs, qui consiste en des événements postsynaptiques dits
"miniatures" ou mEPSCs, enregistrés en présence de TTX.

- L'activité spontanée "globale", qui résulte de la libération présynaptique de glutamate
dépendante et indépendante des PAs, observable par l'enregistrement d’évenements
postsynaptiques dits "spontanés" ou sEPSCs.

Pour chacune de ces activités, nous nous sommes principalement intéressés a deux
parameétres : la fréquence des courants (exprimée en Hertz et en tant que inter-event
interval), qui nous informe sur la probabilité de libération des vésicules synaptiques au
niveau des terminaisons présynaptiques, et 'amplitude des courants, qui rend compte de la
sensibilité et de la quantité des récepteurs de type AMPA situés sur la membrane de

I'élément postsynaptique.

Au niveau des neurones pyramidaux de la couche V, aucune différence significative
n’'a été trouvée entre les souris Cre- et les souris Tshz3-pnCxKO en terme de fréquence et
d’amplitude aussi bien des mEPSCs (Figures 35A, B) que des sEPSCs (Figures 35C, D). Ceci

suggere que la perte de Tshz3 n’affecte pas la transmission synaptique basale des neurones

115



Résultats

pyramidaux de la couche V, en particulier celle indépendante du PA (isolée grace a

I'enregistrement des mEPSCs).
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Figure 35 : Activité miniature et
spontanée des neurones de la
couche V.

(A, B) Les distributions cumulatives
des inter-event interval et de
I'amplitude des mEPSCs, ainsi que les
valeurs moyennes de la fréquence et
de I'amplitude, sont similaires entre
les souris Cre- et Tshz3-pnCxKO.
Fréquence : 7.939+2.376  vs.
9.495+1.244 Hz ; amplitude
9.041+0.627 vs. 8.982+0.295 pA.

(C, D) Les mémes observations sont
faites pour les sEPSCs. Fréquence :
33.204£2.609 vs. 31.28+2.161 Hz ;
amplitude : 6.487+0.343 Vs.
5.70410.349 pA.

Les tracés montrent des exemples de
MEPSCs et SEPSCs. Les données de
distribution cumulative ont été
analysées avec un test de
Kolmogorov-Smirnov a 2 échantillons.
Les moyennes ont été analysées avec
un test de Mann-Whitney (n=18
neurones par groupe pour les sEPSCs
et n=10 pour mEPSCs, p>0.05 pour
I'ensemble des tests).
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I.3.b. Plasticité a court terme : mesure du PPR (des neurones
pyramidaux de la couche V).

Notre objectif ici est de confronter la probabilité de libération du glutamate et du GABA PA-
dépendante au niveau des neurones cortico-striés entre les souris Cre- et Tshz3-pnCxKO. Si
nous faisons une analyse globale du PPR du glutamate, nous trouvons qu’il est augmenté de
facon significative chez les souris Tshz3-pnCxKO par rapport aux Cre- (Figure 36A), suggérant
une diminution de la probabilité de libération par les afférences glutamatergiques ciblant les
neurones pyramidaux de la couche V. Par contre, aucune variation significative du PPR du
GABA n’est enregistrée dans ces mémes neurones (Figure 36B). Ces résultats indiquent que
la délétion de Tshz3 réduit la probabilité de libération du glutamate PA-dépendante par les
afférences des neurones pyramidaux de la couche V, alors que la libération de GABA par les

interneurones du cortex ne semble pas affectée.
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Figure 36 : Paired-pulse ratios corticaux.

(A) La valeur moyenne du PPR des EPSCs glutamatergiques est plus élevée chez les souris Tshz3-pnCxKO (n=29
neurones) que chez les Cre- (n=22 neurones), F(1,241)=10.72, p=0.0012, two-way ANOVA.

(B) La valeur moyenne du PPR des IPSCs GABAergiques est similaire entre les souris Cre- (n=10 neurones) et
Tshz3-pnCxKO (n=19 neurones), F(1,109)=3.38, p=0.069, two-way ANOVA.

Les tracés montrent des exemples de deux EPSCs et IPSCs consécutifs (amplitude normalisée sur le 1¥) : Cre-,
gris ; Tshz3-pnCxKO, noir.
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I.3.c. Ratio NMDA/AMPA (des neurones pyramidaux de la couche
V)

Le ratio NMDA/AMPA permet de rendre compte de I'activité des récepteurs de type NMDA
par rapport aux récepteurs de type AMPA présents au niveau de la terminaison
postsynaptique. Un changement dans le ratio NMDA/AMPA indique donc que la contribution
de I'un ou de I'autre récepteur a la transmission synaptique est altérée.

La mesure du ratio NMDA/AMPA ne montre pas de différence significative entre les
souris Tshz3-pnCxKO et Cre- (Figure 37), ce qui suggére que la contribution des récepteurs
NMDA et AMPA dans la réponse postsynaptique est équivalente en présence ou en absence
de Tshz3. Ces données sont en accord avec |'absence de modification d’amplitude des

SEPSCs et des mEPSCs vues précédemment.

0.8
& 06
z Figure 37 : Ratio NMDA/AMPA cortical.
g 044 Le ratio NMDA/AMPA est similaire entre les deux groupes de souris
= Cre- (n=22) et Tshz3-pnCxKO (n=20) (0.689+0.104 vs. 0.512%0.077,
0.2 p=0.296, test de Mann-Whitney).
0.0-
Cre- Tshz3-
pnCxKO

I.3.d. Plasticité a long terme (des neurones pyramidaux de la
couche V)

Nous avons scrupuleusement respecté les conditions expérimentales (milieu intracellulaire,
fréquence et durée de stimulation, composition de la solution intracellulaire) précédemment
parues (Guo et al., 2015) pour essayer d'induire une LTD dans les neurones pyramidaux de la
couche V (voir aussi Matériels et Méthodes). Malgré nos efforts, ce protocole appliqué sur
des souris Cre- était incapable produire une LTD (en moyenne on obtient une légere
potentiation), alors que la plupart du temps il provoquait une LTP chez les souris Tshz3-
pnCxKO (Figure 38). Pour cette raison nous avons décidé d’essayer un autre protocole,
notamment celui permettant d’induire une LTD au niveau de la synapse cortico-striée, mais

nos diverses tentatives se sont avérées vaines (Figure 38). Concernant l'application du
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protocole d’induction de la LTP, issu de la méme référence bibliographique, nous n’avons
jamais pu enregistrer un neurone suffisamment longtemps ou suffisamment stable pour en
déduire I'induction d’'une quelconque forme de LTP. Par conséquent, nous ne pouvons pas
conclure sur la plasticité a long terme des neurones pyramidaux de la couche V, que ce soit

en la présence ou en I'absence de Tshz3.
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Figure 38 : LTD corticale.

Le graphique a gauche représente le décours temporel des valeurs moyennes de I'amplitude des EPSCs (+SEM)
normalisées par rapport au niveau de base établi pendant les 5 premieres minutes. L’histogramme a droite
montre les valeurs moyennes de I'amplitude des EPSCs (+ SEM) apreés le protocole d’induction de la LTD.

Les différentes tentatives pour induire une LTD au niveau des neurones de la couche V n’ont pas été
concluantes. Le protocole censé induire une LTD (voir Guo et al., 2015) va plus dans le sens d’une LTP pour les
souris Cre- (n=8, Cre- pairing) et Tshz3-pnCxKO (n=3, Tshz3-pnCxKO pairing). Le protocole d’induction de la LTD
striatale ne s’est pas non plus avéré efficace (n=2, Cre- HFS).

1.4. Lasynapse cortico-striée

Les neurones cortico-striés expriment fortement Tshz3 et des perturbations de cette voie
ont souvent été associées aux TSA. Ces données nous ont naturellement conduites a
I'hypothése que la délétion de Tshz3 dans ces mémes neurones pourrait étre a I'origine de
dysfonctionnements de cette synapse. De facon a tester cette hypothése, nous avons réalisé
les mémes enregistrements électrophysiologiques effectués dans le cortex mais cette fois au
niveau des MSNs ; a savoir, la mesure de la transmission basale, du ratio NMDA/AMPA, et de
la plasticité a court terme et a long terme. Les MSNs n’exprimant pas TSHZ3, les
modifications éventuelles du fonctionnement de ces synapses seront attribuables a la

déficience de Tshz3 dans leurs afférences.
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I.4.a. Transmission basale : activité miniature et spontanée (des
MSNs du striatum)

Nous avons d’abord évalué la transmission synaptique de base en recueillant I'activité

miniature et I'activité spontanée, comme décrit précédemment. Nous n’avons pas trouvé de

modification de la fréquence et de I'amplitude de I'activité miniature (mEPSCs) des MSNs,

entre les souris Tshz3-pnCxKO et Cre- (Figure 39). Par contre, I'étude de I’activité spontanée

(sEPSCs) révele une diminution de la fréquence et de I'amplitude des sEPSCs dans les MSNs

des souris Tshz3-pnCxKO par rapport aux Cre- (Figure 40). Ces résultats montrent que

I'absence de Tshz3 entraine une réduction de la transmission basale de la synapse cortico-

striée dépendante des PAs, sans affecter 'activité indépendante des PAs.
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Figure 39 : Activité miniature des MSNs.

Les distributions cumulatives des inter-event
interval (A) et de I'amplitude (B) des mEPSCs
sont similaires entre les MSNs des souris Cre- et
Tshz3-pnCxKO. De méme, la fréquence (A)
(3.03£0.68 vs. 2.05+0.72 Hz) et I'amplitude
moyenne (B) des SEPSCs (7.84+0.84 vs.
7.89+0.79 pA) sont similaires.

Les données de distribution cumulative ont été
analysées avec un test de Kolmogorov-Smirnov a
2 échantillons. Les moyennes ont été analysées
avec un test de Mann-Whitney (n=8 neurones

par groupe, p>0.05 pour I'ensemble des
données).
Figure 40 : Activité spontanée des

MSNs.

Les distributions cumulatives montrent
un déplacement vers des valeurs plus
longues (A) des inter-event interval
(p<0.001) et vers des amplitudes plus
petites (B) (p=0.09, test de Kolmogorov-
Smirnov a 2 échantillons) des sEPSCs
enregistrés dans les MSNs des Tshz3-
pnCxKO (n=17) par rapport aux Cre-
(n=9). Dans le méme sens, les valeurs
moyennes de fréquence (A) et
d’amplitude (B) des sEPSCs des Tshz3-

pnCxKO sont réduites de facon
significative (fréquence : 2.5+0.5 wvs.
4.2+0.7 Hz ; amplitude : 11.2+0.7 vs.

14.6+1.5 pA; *p<0.05, test de Mann-
Whitney).
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1.4.b. Plasticité a court terme (des MSNs du striatum)

De la méme maniére que dans le cortex, nous avons comparé la probabilité de libération du
glutamate dépendante du PA au niveau de la synapse cortico-striée chez les souris Cre- et
Tshz3-pnCxKO en mesurant le PPR. L’analyse globale du PPR révéle que ce parametre
augmente drastiguement au niveau de la synapse cortico-striée des souris Tshz3-pnCxKO,
par rapport aux Cre- (Figure 41), suggérant que la perte de Tshz3 diminue la probabilité de

libération PA-dépendante du glutamate au niveau de la synapse cortico-striée.

1.6
& Loy Figure 41 : Paired-pulse ratio striatal.
o Ll La valeur moyenne du PPR des EPSCs glutamatergiques
“\i est plus élevée chez les souris Tshz3-pnCxKO (n=15
R s e neurones) que chez les Cre- (n=21 neurones),
r F(1,87)=5.8, p=0.0182, two-way ANOVA.
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I.4.c. Ratio NMDA/AMPA (des MSNs du striatum)

Nous avons également évalué la part d’'implication des récepteurs AMPA et NMDA dans la
réponse au glutamate des MSNs, en mesurant le ratio NMDA/AMPA. Il s’est avéré que ce
ratio est augmenté de fagon significative chez les souris Tshz3-pnCxKO par rapport aux Cre-
(Figure 42), suggérant une augmentation de I'implication des récepteurs NMDA et/ou une
diminution de I'implication des récepteurs AMPA dans la réponse au glutamate au niveau
des MSNs lorsque Tshz3 est perdu. De facon intéressante, ces données corroborent la
diminution de I'amplitude des sEPSCs, dus a l'activation du récepteur AMPA, observée chez

les souris Tshz3-pnCxKO.

2.0
< 1.5 *
% _ Figure 42 : Ratio NMDA/AMPA striatal.
= 1.0 Le ratio NMDA/AMPA enregistré dans les MSNs, est augmenté chez
g 1 les souris Tshz3-pnCxKO par rapport aux animaux Cre- (1.04+0.14 vs.
; 0.5 0.63%0.13 pA, n=8 neurones pour chaque génotype ; *p<0.05, test de

] Mann-Whitney).
0.0-

Cre- Tshz3-pnCxKO
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1.4.d. Plasticité a long terme (des MSNs du striatum)

Nous avons étudié la plasticité a long terme de la synapse cortico-striée, qui est décrite
comme un phénomeéne crucial pour I'acquisition, le maintien et le retrait de différentes
formes d’apprentissage au sein des ganglions de la base. Bien que nos expériences ne
révelent pas de différences de la LTP dans les deux génotypes, nos enregistrements
montrent une perte de la LTD cortico-striée chez les souris Tshz3-pnCxKO par rapport aux
Cre- (Figure 43). Pendant les premiéres minutes suite au protocole d’induction d’une LTD,
c’est méme une potentialisation transitoire qui est mesurée chez les souris mutantes (Figure
43A). Cependant, en présence d’AP-5 (40 uM), un antagoniste des récepteurs NMDA, la LTD
est partiellement rétablie chez les souris Tshz3-pnCxKO (Figure 43A). L'ensemble de ces
résultats suggere que I'absence de Tshz3 entraine la perte de la LTD cortico-striée et qu’une
signalisation exacerbée via les récepteurs NMDA serait impliquée dans ce déficit, ce qui vient

renforcer I'observation faite lors de I’étude du ratio NMDA/AMPA.
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Figure 43 : Plasticité a long terme de la synapse cortico-striée.

(A, B) Le graphique a gauche représente le décours temporel des valeurs moyennes de I"'amplitude des EPSCs
(¥SEM) normalisées par rapport au niveau de base établi (contréle) pendant les 5 premiéres minutes
d’enregistrement, au cours d’expériences de LTD et de LTP en présence ou absence de AP-5 (antagoniste
NMDA). L’histogramme a droite montre les valeurs moyennes de I"amplitude des EPSCs (+SEM) aprés le
protocole d’induction de la plasticité a long terme, représentée par la fleche noire sur le graphique de gauche.
Les tracés sur la droite montrent des EPSCs enregistrés avant (noir) et apres (gris) les protocoles d’induction de
la LTD et de la LTP, et en présence de AP-5 (gris foncé en A).

(A) La LTD est présente dans les MSNs des souris Cre- (n=10) mais elle est absente chez les Tshz3-pnCxKO
(n=11), ou on peut méme voir une potentialisation transitoire (respectivement, 44.9+1.8 vs. 118.2+3.9 %).
L’application de 40 uM d’AP-5 (n=7) supprime la potentialisation transitoire et restore partiellement la LTD
(71.4£2.9 %) chez les souris Tshz3-pnCxKO (*p<0.05, ***p<0.001 par rapport au niveau de base, test de Mann-
Whitney ; °p<0.05, °*°p<0.001 entre les groupes, test de Kruskal-Wallis et posttest de Dunn).

(B) La LTP est similaire dans les MSNs des souris Tshz3-pnCxKO (n=10) et Cre- (n=7), et dans les deux cas il y a
bien une augmentation de I'amplitude des EPSCs par rapport au niveau de base (respectivement, 177.1+2.9 vs.
209.0£4.0 % ; ***p<0.001, test de Mann-Whitney).

I.4.e. Glutamate et GABA extracellulaire dans le striatum

Afin d’évaluer les taux extracellulaires de glutamate et de GABA dans le striatum, nous avons

réalisé des expériences de microdialyse in vivo et de mesure par HPLC.

Les concentrations extracellulaires de glutamate et de GABA ne sont pas
significativement différentes dans le striatum des souris Tshz3-pnCxKO comparés aux Cre-

(Figure 44). Il ne semble donc pas que la perte de Tshz3 entraine une variation des niveaux

123



Résultats

de glutamate et de GABA extracellulaires, et/ou que ces variations ne sont pas appréciables

par cette technique.

Glutamate GABA
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Figure 44 : Dosage extracellulaire de glutamate et de GABA dans le striatum.

Les concentrations extracellulaires de glutamate et de GABA mesurées par HPLC, apres recueil par microdialyse
in vivo, ne montrent pas de différences entre les animaux Cre- (vert) et Tshz3-pnCxKO (rouge), que ce soit pour
des niveaux basals ou aprés un choc potassique (KCl, 40 mM). Glutamate : n= 9 souris Cre- et 10 Tshz3-pnCxKO
; GABA n=7 souris Cre- et 5 Tshz3-pnCxKO).

A ce stade de I'étude il semblerait donc que la perte de Tshz3 a P2-3 ait un impact léger sur
les propriétés des neurones corticaux qui I'expriment, alors que leurs connexions au sein de
la circuiterie corticale et cortico-striée sont significativement affectées. En effet, I'labsence de
Tshz3 entraine une diminution de I'excitabilité des neurones pyramidaux de la couche V, une
diminution de la probabilité de libération du glutamate par leurs afférences, et une
perturbation de la transmission et de la plasticité de la synapse cortico-striée constituée par
les efférences de ces mémes neurones sur les MSNs du striatum. Les défauts de la synapse
cortico-striée seraient aussi dus a une modification de I'activité des récepteurs NMDA et/ou

AMPA situés sur les MSNs.
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I1. ETUDE DES CINs DANS LE MODELE Tshz3-ChATCre

Comme décrit dans lintroduction, les CINs du striatum de par leurs propriétés
morphologiques, électrophysiologiques et leurs interactions avec les différents protagonistes
de la circuiterie cortico-striée, occupent une position clé en tant qu’élément
régulateur/modulateur de ce circuit. Un nombre croissant d’évidences suggere que les CINs
seraient impliqués dans les troubles comportementaux associés aux TSA et, de facon
intéressante, ils expriment TSHZ3. A travers |'étude du modele Tshz3-ChATCre, nous avons

voulu savoir si la délétion de Tshz3 affecte les propriétés électrophysiologiques des CINs.

I1.1. Expression de TSHZ3 dans les neurones cholinergiques
et validation du modele

Nous avons d’abord étudié I'expression de TSHZ3 dans les principaux territoires et noyaux de
I'encéphale contenant des neurones cholinergiques, a savoir (Figure 45) : le striatum, le
septum médian englobant dans sa partie antéroventrale les bandes diagonales de Broca
('ensemble est nommé MS), le noyau basal de Meynert qui englobe dans sa partie ventrale
la substance innominée (I'ensemble est nommé nBM), et le noyau pédonculopontin qui au
niveau postérodorsal est lié au complexe tegmental latérodorsal ('ensemble est nommé
PPT).

L'analyse de la co-détection de TSHZ3 et de la ChAT révele, que la grande majorité
des CINs du striatum exprime TSHZ3 et, a l'inverse, que la ChAT est co-exprimée par une trés
large majorité des cellules TSHZ3 positives du striatum (Figure 46). Dans le nBM, environ un
quart des cellules ChAT positives expriment TSHZ3 et vice versa (Figure 46). En revanche,
I'expression de TSHZ3 n’est jamais retrouvée dans les populations cholinergiques du MS et
du PPT (Figure 46). Ces résultats indiquent que la quasi-totalité des CINs et un quart des
cellules cholinergiques du nBas perdront I'expression de Tshz3 dans les souris Tshz3-

ChATCre, alors que le MS et le PPT ne seront pas affectés.
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Figure 45 : Représentation schématique
des principaux noyaux cholinergiques de
I'encéphale et de leurs projections chez
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partie postéroventrale les bandes
diagonales de Broca (DB). Le noyau basal
de Meynert (nBM) englobe dans sa partie
ventrale la substance innominée. Le
noyau pédonculopontin (PPT) est lié au
niveau postérodorsal au complexe
tegmental latérodorsal (LDT).
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Figure 46 : Colocalisation de TSHZ3 et de la ChAT dans les différents noyaux cholinergiques de I'encéphale.
(A) Clichés montrant la détection de TSHZ3 en rouge (immunomarquage de la PB-galactosidase) et
immunomarquage de la ChAT en vert dans le striatum (Str, echelle : 50 um), le septum médian (MS, echelle :
100 um), le noyau basal de Meynert (nBM, echelle : 20 um) et le noyau pédonculopontin (PPT, echelle : 50 um),
chez les souris Tshz3**<.

(B) Evaluation du nombre de cellules TSHZ3 positives parmi le total des cellules ChAT positives dans le Str et le
nBM. Le graphique de gauche montre que le taux de colocalisation entre TSHZ3 et ChAT est tres élevé dans le
Str alors qu’il est plutot faible dans le nBM (93.75+2.679 vs. 24.89+3.166, p<0.0001, test de Mann-Whitney).
Celui de droite montre le nombre de cellules ChAT positives parmi le total des cellules TSHZ3 positives. Dans le
Str, le taux de colocalisation entre la ChAT et TSHZ3 est trés élevé alors qu’il est plutét faible dans le nBM
(90.23%3.617 vs. 26.20+3.844, p<0.0001, test de Mann-Whitney). Quantifications effectuées a partir de clichés
de coupes optiques, 17 clichés pour le Str et 20 pour le nBM.
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Nous avons ensuite procédé a la validation du modele Tshz3-ChATCre en montrant la perte
de I'expression de TSHZ3 dans les CINs striataux (Figure 47). L'expression striatale de TSHZ3
est tres fortement réduite alors qu’elle est maintenue dans des neurones n’exprimant pas la
ChAT, comme les neurones du cortex par exemple (Figure 47A). De plus, un rapporteur
fluorescent d’activité de la Cre recombinase (la YFP) exprimé chez la souris Tshz3-ChATCre
permet la visualisation des CINs dans lesquelles I'expression de Tshz3 est probablement
perdue (Figure 47B).

Nous avons achevé cette caractérisation en montrant que la densité de cellules ChAT
positives du striatum n’est pas modifiée suite a la délétion de Tshz3 dans les souris Tshz3-

ChATCre, comparé aux souris Cre- (Figure 48).

Tshz3-ChATCre

TSHZ3 DAPI

Tshz3-ChATCre

Figure 47 : Validation du modeéle Tshz3-ChATCre.

(A) Chez les souris Tshz3-ChATCre, |’expression de TSHZ3 est diminuée de fagon drastique dans le striatum alors
gu'elle est maintenue dans le cortex. Anti-TSHZ3 (rouge) ; DAPI (bleu) ; Str, striatum ; Cx, cortex ; échelle : 100
pum.

(B) Les CINs Cre+ des souris Tshz3-ChATCre sont YFP positifs (vert). YFP, yellow fluorescent protein ; ChAT,
choline acétyl transférase ; échelle : 50 pm.
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Figure 48 : Quantification de la densité de cellules positives pour la
ChAT dans le striatum des souris Cre- et Tshz3-ChATCre.

Le nombre de cellules positives pour la ChAT ne differe pas entre le
striatum des souris Cre- et Tshz3-ChATCre (95.57%3.928 vs. 98.96+6.928
cellules/mm?, p=0.69, test de Mann-Whitney, 5 hémi-coupes/souris sur 5
souris ont été quantifiées).
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I1.2. Etude électrophysiologique des CINs dans le modéle
Tshz3-ChATCre

Lors des enregistrements en configuration cellule entiére (Figure 49), nous avons pu
identifier deux sous-populations de CINs, présents aussi bien chez les souris Cre- que chez les
souris Tshz3-ChATCre. La premiére population, gue nous avons nommée « CINs typiques »,
émet de nombreux PAs a intervalles réguliers et réponds a une hyperpolarisation par
I'expression d’un épaulement prononcé (Figure 50A). Les « CINs atypiques » constituant la
deuxieme population, émettent moins de PAs comparé aux typiques et ce de maniere
irréguliere (Figure 50B). Les CINs typiques et atypiques pourraient correspondre aux "regular
firing" et "irregular firing" précédemment décrits (Bennett and Wilson, 1999). Ces
enregistrements nous ont aussi permis d’établir la relation courant/voltage de ces neurones,
et il en ressort que les CINs atypiques ont une résistance membranaire plus élevée que les
CINs typiques (Figure 50C). Pour ces deux sous-populations, la régularité de la décharge
spontanée a été étudiée en mesurant la distribution de I'intervalle inter-PA et son coefficient
de variation (CV). Il apparait clairement que les CINs atypiques présentent une décharge plus
irréguliere que les CINs typiques et la distribution des intervalles inter-PA de ces neurones
est plus étalée par rapport aux typiques (Figures 51A, B). De plus, la fréquence d’émission
des PAs tend a étre diminuée pour les CINs atypiques (Figure 51C), expliquant probablement

le pic de la distribution des intervalles inter-PA plus bas.
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Figure 49 : Photographie d’un CIN sur coupe coronale d’un animal
Tshz3-ChATCre.

Ce CIN est sur le point d’étre enregistré : on peut distinguer la pipette de
patch (fleche). Les CINs étaient repérés et sélectionnés en lumiére
infrarouge et filtres polarisateurs avec un objectif 40X.
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Figure 50 : Propriétés électrophysiologiques de base des CINs « Typiques » et « Atypiques » enregistrés en
configuration cellule entiéere.

(A) Les CINs typiques (tracés oranges) répondent a une hyperpolarisation par un épaulement prononcé (en
haut) et leur décharge spontanée est dense et reguliére (en bas).

(B) Les CINs atypiques (tracés violets) répondent a une hyperpolarisation par un épaulement de faible
amplitude (en haut) et leur décharge spontanée est éparse (en bas).

(C) Relation courant/voltage des CINs typiques et atypiques, permettant d’avoir accés a la résistance
membranaire (Ri). La Ri des CINs atypiques est supérieure a celle des CINs typiques (129.6 + 2.8 vs.113.4 + 5.3
MQ, F(1,20)=7.274, p=0.014 two-way ANOVA réalisée sur les moyennes des points des ajustements linéaires a
partir de 89 CINs typiques et 24 atypiques).
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Figure 51 : Caractéristiques de la décharge spontanée des CINs typiques et atypiques enregistrés en

configuration cellule entiére.

(A) La distribution des intervalles inter-PA des CINs typiques se regroupe autour d’une valeur modale, alors que

celle des CINs atypiques est plus étalée, soulignant I'irrégularité de leur décharge.

(B) Le coefficient de variation (CV) des CINs atypiques est supérieur (n=15, 0.428+0.039) a celui des CINs

typiques (n=72, 0.324+0.015, *p=0.023, test t de Student non apparié avec correction de Welch).

(C) La fréquence de décharge des CINs atypiques tend a étre inférieure (n=15, 2.486+0.427 Hz) a celle des CINs

typiques (n=75, 3.180+0.300 Hz, p=0.194, test t de Student non apparié avec correction de Welch).

I.2.a. Activité de décharge spontanée des CINs en configuration
cell-attached

Les CINs sont des cellules qui dialysent rapidement lors des enregistrements
électrophysiologiques en patch-clamp apres le passage en configuration cellule entiére.
Nous nous sommes donc demandé si nos résultats n’étaient pas faussés par cette contrainte
technique. Nous avons donc effectué les mémes enregistrements de I'activité spontanée des
CINs en configuration cellule attachée (cell-attached), pour éviter que les résultats ne soient
biaisés par la dialyse. Dans cette configuration, nous confirmons les résultats obtenus lors de
la premiére série de manipulations, a savoir : une irrégularité et une diminution de la
fréquence de la décharge des CINs atypiques comparé aux CINs typiques (Figure 52). De plus,
la différence de distribution des intervalles inter-PA est frappante, avec un pic modal tres
prononcé chez les CINs typiques, et au contraire une distribution plus hétérogene chez les

CINs atypiques (Figure 52A).
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Figure 52 : Caractéristiques de la décharge des CINs typiques et atypiques enregistrés en configuration cellule
attachée.

(A) La distribution des intervalles inter-PA des CINs typiques a une valeur modale nettement identifiable. En
revanche, chez les CINs atypiques on observe une distribution étalée, soulignant I'irrégularité de leur décharge
aussi dans cette configuration d’enregistrement.

(B) Le coefficient de variation (CV) des CINs atypiques est supérieur (n=13, 0.379+0.039) a celui des CINs
typiques (n=46, 0.273+0.029, *p=0.039, test t de Student non apparié avec correction de Welch).

(C) La fréquence de décharge des CINs atypiques est inférieure (n=13, 3.512+0.551 Hz) a celle des CINs typiques
(n=49, 5.487+0.612 Hz, *p=0.0209, test t de Student non apparié avec correction de Welch).

I1.2.b. Proportion de CINs typiques vs. atypiques chez les souris
Tshz3-ChATCre et Cre-

Nous avons constaté que les CINs typiques et atypiques sont présents dans les deux
génotypes. Cependant, la proportion de CINs atypiques est augmentée de fagon trés
significative chez les souris les souris Tshz3-ChATCre par rapport aux Cre- (Figure 53). Ceci
suggere que la délétion de Tshz3 dans ce modele produit un changement dans la population
des CINs du striatum, en favorisant I'expression du phénotype électrophysiologique atypique

a décharge irréguliere et plus lente.

£
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I. NOTIONS PRELIMINAIRES A LA DISCUSSION

Dans ce travail, nous avons évalué I'impact morpho-fonctionnel de la délétion de Tshz3 dans
deux modeles murins :

- Tshz3-pnCxKO, ou la délétion de Tshz3 est effective dans les neurones de projections a
partir de P2-3.

- Tshz3-ChATCre, ou la délétion de Tshz3 est effective dans les neurones cholinergiques, des

I’émergence de |'expression la ChAT.

Cette étude s’intégre dans un projet plus large, impliquant d’autres collaborateurs internes
et externes a I'IBDM, qui renforcent nos données électrophysiologiques avec des résultats
morphologiques, d’expression de génes et comportementaux, obtenus sur ces mémes
modeles. Avant d’engager cette discussion je me dois d’apporter des précisions sur cet
ensemble de données, obtenues chez les souris Tshz3-pnCxKO et Tshz3-ChATCre, sur lequel
je m’appuierai a plusieurs reprises. Ces données seront accompagnées de la mention "non
publié(es)" chaque fois qu'elles seront présentées dans cette discussion.

Je dois rappeler également que mes résultats de thése se placent en aval d’une étude
collaborative de I'équipe, parue récemment (Caubit et al., 2016), dans laquelle les auteurs
font le lien entre la délétion hétérozygote de Tshz3, des perturbations de la circuiterie

cortico-striée et les TSA. Dans cet article, les souris Tshz3"'"%

présentent des anomalies
comportementales de type autistique ainsi que des altérations de la transmission et de la
plasticité au niveau des synapses cortico-striées : leur sociabilité est appauvrie et elles
présentent une diminution d’intérét pour la nouveauté sociale ainsi que des comportements

répétitifs et une restriction de leurs champs d’intéréts.

- Modeéle Tshz3-pnCxKO
Concernant ce modele, I’équipe de L. Fasano a étudiée I'impact de la délétion de Tshz3 sur
I'arborisation dendritique des PNs de la couche V et sur les MSNs en détaillant le nombre
d’épines matures (stubby, mushroom) et immatures (thin). Ainsi, le logiciel Neuronstudio a
permis de mettre en évidence une diminution du nombre globale d’épines dendritiques des

neurones cortico-striées chez les animaux Tshz3-pnCxKO, notamment due a une diminution
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des épines de type stubby, mais aucune différence n’a été détectée sur les MSNs. Il a
également été montré que I'organisation du cortex en couches n’est pas perturbée dans ce
modele.

L'analyse des variations des niveaux d’expression des génes dans le cortex cérébral
par « RNA sequencing » (RNA-seq) montre une profonde modification de plusieurs centaines
de genes, dont des « synaptic genes » qui codent des protéines synaptiques du synaptome.
En particuler une diminution des éléments du compartiment présynaptique, comme les
protéines indispensables a la fusion des vésicules (synaptobrévines, synapsine, etc.) et a
I'inverse une augmentation des éléments du compartiment postsynaptique, comme des
sous-unités des récepteurs NMDA.

Enfin, dans le but d'évaluer le lien entre la délétion postnatale de Tshz3 et les TSA,
des études comportementales ont été effectuées afin de déceler les éventuels symptomes
caractéristiques. Cette analyse a révélé que les souris Tshz3-pnCxKO présentent une
augmentation des comportements stéréotypés dans le test d'enfouissement de billes
(marble burying) et de la "planche a trous" (holeboard), ainsi qu’une restriction des champs
d’intérét et un comportement anxieux (open field). De plus, ces souris ont une sociabilité
diminuée ainsi qu’un faible intérét pour la nouveauté sociale (two-chamber test). Ces souris
présentent donc, comme les souris hétérozygotes (Caubit et al., 2016), des symptdémes

caractéristiques des TSA.

- Modeéle Tshz3-ChATCre
Les données comportementales révelent que ces souris présentent des comportements
stéréotypés mais pas de déficits de linteraction sociale, ni de restriction des champs

d’intéréts.
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I1. VALIDATION DES MODELES ET ASPECTS
MORPHOLOGIQUES

Dans un premier temps, nous avons a chaque fois validé I'efficacité du modele en montrant
que i) 'expression de TSHZ3 est bien perdue dans les populations neuronales ciblées, et ii) la
délétion conditionnelle de Tshz3 n’altére ni la morphologie, ni la densité de ces neurones.

Dans le modéle Tshz3-pnCxKO, nous avons montré que le nombre de PNs de la
couche V n’est pas affecté et que les projections cortico-striées sont présentes. Cependant, il
est important de noter que dans cette lignée, I’expression de la Cre recombinase est sous le
contréle du promoteur du gene Camk2a, dont I'expression débute a P2-3 dans tous les
neurones de projections, comme par exemple les MSNs. Les défauts fonctionnels et
comportementaux observés chez les souris Tshz3-pnCxKO résulteront tres probablement de
la perte de fonction de Tshz3 dans les structures qui co-expriment Tshz3 et Camk2a (cortex
cérébrale, amygdale, thalamus et hippocampe). A noter que Tshz3 n’est pas exprimé par les
MSNs.

Concernant I'étude du modele Tshz3-ChATCre, nous avons pour la premiére fois mis
en évidence I'expression de TSHZ3 dans les principaux noyaux cholinergiques de I’'encéphale.
Nous avons montré que la colocalisation de TSHZ3 et de la ChAT est élevée dans le striatum,
partielle dans le nBM et inexistante dans le MS et le PPT. Au cours de cette analyse, j'ai
toutefois noté la présence de nombreux neurones non cholinergiques exprimant TSHZ3 dans
le nBM, le MS et le PPT. Chez les souris Tshz3-ChATCre, le nombre de CINs du striatum n’est
pas affecté par la délétion de Tshz3. Comme mentionné dans l'introduction, les souris
Tshz3"#/Z (délétion totale de Tshz3) ne peuvent pas initier la respiration, qui est
notamment dépendante de l'activité des motoneurones du noyau ambigu co-exprimant
TSHZ3 et la ChAT. Il est intéressant de rappeler que dans ce modéle le noyau ambigu est
perdu (Caubit et al 2010) et que c’est en partie pour cette raison que les souris meurent a la
naissance. Or, dans le modele Tshz3-ChATCre, Tshz3 est également perdu dans les
motoneurones du noyau ambigu qui par contre est bien présent et d'apparence normale
(non montré), ce qui veut dire que les souris Tshz3-ChATCre ne sont pas affectées de la

méme maniere que les souris Tshz3"#/"c

par la perte de ce gene. Deux hypothéses
permettent d’expliquer ces observations : i) soit TSHZ3 est requis dans les cellules

cholinergiques du noyau ambigu avant la période embryonnaire a laquelle Tshz3 est perdu
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dans le modele Tshz3-ChATCre (donc avant E11-12), ii) soit TSHZ3 est nécessaire dans une
autre population neuronale qui fournit des facteurs trophiques et/ou favorise la survie des
neurones cholinergiques du noyau ambigu. Enfin, il serait intéressant d'étudier I'expression
de TSHZ3 dans la moelle épiniére, qui contient de nombreux noyaux cholinergiques, et
éventuellement les conséquences de la perte de son expression.

Cet ensemble de données et d’hypothéses pointe du doigt la complexité de la
dynamique spatio-temporelle de I'expression de TSHZ3 et de sa fonction, déja mise en
évidence par des publications précédentes de I'équipe Fasano (Caubit et al., 2005, 2008,

2010).
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III. NEURONES PYRAMIDAUX DE LA COUCHE V ET
TRANSMISSION SYNAPTIQUE CORTICALE

Nous avons montré que les propriétés électrophysiologiques passives et actives des PNs de
la couche V ne sont pas affectées de maniere importante par la délétion de Tshz3. En effet,
on observe seulement une diminution légére mais significative de leur excitabilité. Par
contre, nous avons mis en évidence une diminution de la probabilité de libération de
glutamate PA-dépendante (augmentation du PPR) par les afférences des PNs de la couche V
qui pourrait perturber leur fonction et leur activité. Il est important de noter que la majorité
des afférences locales des PNs de la couche V est représentée par les PNs des couches IlI-llI
(Thomson and Bannister, 2003), et que ces derniers expriment également TSHZ3 (Caubit et
al., 2005, 2016). Une piste quant a un défaut propre a la terminaison présynaptique serait
I'altération du complexe protéique permettant la fusion vésiculaire, notamment au niveau
de protéines comme la synapsine et la synaptobrévine, comme le suggere les résultats de
séquencage du cortex (non publié). Par contre, ni l'activité spontanée (sEPSCs) ni miniature
(mEPSCs) ne sont affectées en termes de fréquence et d’inter-event interval, suggérant que
la libération de glutamate PA-indépendante ne serait pas ou peu modifiée. La libération de
glutamate PA-dépendante est un phénomeéne différent de la libération PA-indépendante
(Kavalali et al., 2011; Ramirez and Kavalali, 2011). Cette derniére s'appuie essentiellement
sur la fusion spontanée des vésicules avec la membrane présynaptique, alors que la
premiere met en jeu les processus calcium-dépendants nécessaires a la fusion vésiculaire.
Dans ce contexte, on peut considérer que les mEPSCs (enregistrés en présence de TTX qui
inhibe les PAs) représentent exclusivement la composante PA-indépendante de la libération
de neurotransmetteur, alors que les SEPSCs peuvent étre aussi dus a des PAs des neurones
présynaptiques provoquant la libération de neurotransmetteur.

Nous n'avons pas pu étudier la libération spontanée de GABA (sIPSCs et mEPSCs) par
manque de temps (nécessité d'expériences supplémentaires en présence de CNQX et AP-5)
et difficulté techniques (activité trés puissante et en forme de bouffées, difficile a analyser).
En effet, la diminution de la transmission glutamatergique corticale que nous avons
observée pourrait entrainer une stimulation moindre des interneurones GABAergiques et
donc une réduction de la libération de GABA. Par contre, nous n'avons pas trouvé des

changements au niveau de leur probabilité de libération de GABA PA-dépendante (mesure
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du PPR), ce qui semble étre normal car ces neurones, bien qu’exprimant TSHZ3 (non publié),
ne devraient pas exprimer la CaMKIIl et donc ne pas perdre Tshz3 dans ce modele.
Concernant la plasticité a long terme dans le cortex, la littérature est trés pauvre
voire absente en dehors de systémes largement décrits comme le cortex visuel ou sensoriel
(barrels) chez les rongeurs. Dans nos mains, des protocoles déja expérimentés sur le cortex
moteur (Guo et al., 2015) n’ont pas abouti a I'une ou l'autre des formes de plasticité, ni chez
les souris contréles ni chez les Tshz3-pnCxKO. En effet, nous avons utilisé des protocoles
censés induire une LTD, mais nous avons obtenu soit une potentialisation, soit pas d'effet.
Une de nos hypotheses est que la haute densité d’afférences au niveau des PNs de la couche
V empécherait le recueil d’un signal stable sur une longue durée, et cette variabilité pourrait
masquer les phénomeénes de plasticité synaptique a long terme. D’'un point de vue
expérimental, il est vrai que pendant les enregistrements effectués nous rencontrions
souvent un "bruit de fond" synaptique marqué, sans doute d aux nombreuses afférences
issues des réseaux corticaux adjacents. Par manque de temps nous n’avons pas pu tester
d’autres protocoles, comme par exemple ceux induisant la « spike-timing dependent
plasticity » déja démontrés comme efficaces dans diverses structures (Debanne and Poo,
2010; Fino and Venance, 2010). A I'avenir, trouver un protocole permettant d’induire une

plasticité a long terme dans le cortex de ces souris sera évidemment une priorité.
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IV. LA SYNAPSE COTICO-STRIEE

Chez les souris Tshz3-pnCxKO, les projections cortico-striées sont présentes et le nombre
d’épines dendritiques des MSNs n’est pas modifié (non publié). Malgré cette absence de
perturbations morphologiques majeures, pourtant retrouvées dans des modeles d’études
des TSA comme Shank3 et Nign1 (Blundell et al., 2010; Peca et al., 2011), nous montrons une
profonde altération fonctionnelle de la synapse cortico-striée au niveau des MSNs.
Notamment, une forte diminution de la libération de glutamate dépendante du PA, montrée
par une augmentation du PPR ainsi qu'une réduction de la fréquence et une augmentation
de l'inter-event interval des sEPSCs, alors que les mEPSCs sont inchangés. Ces résultats sont
accompagnés par une augmentation du ratio NMDA/AMPA et une diminution de I'amplitude
des sEPSCs, suggérant que des modifications postsynaptiques sont également présentes au
niveau des MSNs, notamment une mise en jeu accrue des récepteurs NMDA et/ou une
diminution de I'activité des récepteurs AMPA,

Différents mécanismes et/ou molécules pourraient induire des modifications de la
probabilité de libération du glutamate PA-dépendante dans notre modele souris Tshz3-
pnCxKO, comme par exemple la capacité des PNs de la couche V du cortex a générer des
PAs, et/ou un défaut propre a la machinerie intrinséque de la terminaison présynaptique
responsable de I'exocytose des vésicules. De fagon intéressante, I'analyse du RNA-seq
réalisée sur le cortex cérébral nous indique que des éléments du compartiment
présynaptique sont moins exprimés chez les souris Tshz3-pnCxKO (non publiée), ce qui va
dans le sens d’une diminution de la libération du glutamate. Dans le cas des PNs de la
couche V, qui forment la voie cortico-striée, les protéines issues de ces ARNm peuvent en
effet se retrouver exprimées dans leurs terminaisons, c'est a dire au niveau présynaptique
de la synapse cortico-striée. Par exemple, il a été démontré que |'altération du gene codant
pour la synaptotagmine |, chez la souris, induit une réduction de I'activité spontanée dans
I'hippocampe (Geppert et al., 1994). De plus, il a été montré que la perte de synaptobrévine
résulte en un blocage total de la transmission synaptique PA-dépendante (Deitcher et al.,
1998). Il semble donc que la perte d’expression du facteur de transcription TSHZ3 dans les
neurones pyramidaux, en produisant des altérations au niveau de I'expression des protéines

impliquées dans la fusion vésiculaire présynaptique, résulterait en une réduction de la
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libération de glutamate via, par exemple, la modulation de la concentration calcique et/ou
une moindre efficacité de la machinerie de libération vésiculaire. L'ensemble de ces données
accentue la notion de déséquilibre pré- vs. postsynaptique apercue au niveau du cortex
avec, dans le striatum, un défaut subséquent au niveau des récepteurs NMDA et AMPA.

Chez la souris Tshz3-pnCxKO, nous avons observé une absence de la LTD cortico-
striée, qui est remplacée par une potentialisation transitoire et partiellement restaurée par
le blocage des récepteurs NMDA. Pour expliquer I'absence de LTD chez le mutant nous avons
plusieurs hypotheses : d’aprés nos résultats, la transmission basale (SEPSCs) de cette synapse
est déja tres faible, il serait alors difficile de diminuer ou d’affaiblir d'avantage un systeme
qui est déja "déprimé" ; il y aurait donc une occlusion de la LTD. Un autre phénoméne,
pouvant également s’ajouter au premier, est le fait que la signalisation NMDA est
anormalement élevée dans cette synapse. Cela favoriserait la hausse de la concentration
calciqgue postsynaptique lors du protocole d'induction de la LTD, et ce malgré le maintien a -
80 mV du MSN enregistré au cours des stimulations a haute fréquence. En effet, les
dendrites distales et proximales peuvent facilement échapper au voltage-clamp, et donc se
dépolariser suffisamment pour permettre |'activation massive des récepteurs NMDA qui
sont d'ailleurs déja plus actifs. Or la LTP, contrairement a la LTD, est NMDA-dépendante
(Calabresi et al., 2000a), et cette activation excessive de ces récepteurs pourrait donc
empécher l'induction de la LTD et méme conduire a sa "substitution" par cette LTP
transitoire que nous avons observée. Afin d’évaluer cette hypothese nous avons effectué des
enregistrements des MSNs chez les Tshz3-pnCxKO en présence d'un antagoniste des
récepteurs NMDA, et en effet nous avons réussi a restaurer partiellement la LTD. Etant
donné que l'induction de la LTD repose en grande partie sur des phénomeénes
présynaptiques (Lovinger, 2010), d’autres mécanismes pourraient étre impliqués en parallele
a ceux mentionnées ci-dessus. Par exemple, lI'induction de la LTD requiert aussi la synthese
et la libération d’endocannabinoides par les MSNs qui agissent sur les récepteurs CB1
présynaptiques, synthese qui dépend, entre autre, de l'activation des récepteurs mGlul
(Gubellini et al., 2001). Une modification de la sensibilité de ces récepteurs pourrait donc
intervenir dans la perte de la LTD. Enfin, un autre acteur pourrait étre a I'origine de la perte
de la LTD chez ces souris : en effet le NO est également impliqué dans la LTD striatale via

I'activation de la GMPc (Calabresi et al., 1999c), et est synthétisé par les interneurones SOM
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striataux : on peut donc imaginer qu’une diminution de l'input des neurones pyramidaux sur
ces interneurones puisse réduire la synthese et la libération de NO, et ainsi contribuer a la
perte de la LTD.

Dans le modeéle Tshz3-pnCxKO, nos données électrophysiologiques montrent que la
circuiterie cortico-striée est affectée au niveau des afférences des PNs de la couche V et de
ces neurones eux-mémes, ainsi qu’au niveau de la synapse cortico-striée. Cela suggere que
les altérations comportementales observées seraient liées a ces défauts et/ou,
possiblement, a d’autres neurones de projection qui co-expriment TSHZ3 et la CaMKII. Nous
ne pouvons toutefois pas exclure une contribution des CINs, étant donné |'observation d’une
baisse d’expression de TSHZ3 dans le striatum. Des expériences sont en cours afin de
déterminer si cette réduction s’explique par une expression de CaMKII dans les CINs, qui n’a
jamais été décrite, ou résulte indirectement des défauts des neurones cortico-striés. Dans
I'ensemble, ces résultats sont intéressants puisqu’ils permettent d’associer des
perturbations neuronales et synaptiques du circuit cortico-strié dus a la perte de Tshz3 dans

des populations neuronales spécifiques, a des défauts comportementaux de type TSA.
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V. LES INTERNEURONES CHOLINERGIQUES

Nos enregistrements des CINs confirment |'existence de deux sous-populations identifiables
par leurs patrons de décharge (Bennett and Wilson, 1999) : des interneurones émettant des
PAs de facon réguliére, que nous appelons CINs typiques, et d’autres émettant des PAs de
facon irréguliere, que nous appelons CINs atypiques. Nous avons vu que la délétion de Tshz3
ne change pas le nombre total de CINs dans le striatum. Cependant, nous observons que la
proportion de CINs atypiques est significativement augmentée chez les souris Tshz3-
ChATCre, ou elle passe de 8 a 30%. Cela suggere un changement des propriétés
électrophysiologiques d’une partie des CINs typiques qui "deviendraient" des atypiques en
absence de Tshz3 (voir ci-dessous pour plus de détails). En termes fonctionnels, puisque la
fréquence de décharge des CINs atypiques est plus faible, on peut s'attendre a une
diminution du taux de libération basale d'acétylcholine dans le striatum. Etant donné que ce
neurotransmetteur joue un role clé dans la régulation de I'excitabilité des MSNs dans cette
structure, ainsi que dans la modulation de la transmission cortico-striée au niveau pré- et
postsynaptique (Calabresi et al., 2000b; Goldberg and Wilson, 2010), il est essentiel
d'évaluer par électrophysiologie les conséquences de la perte de Tshz3 dans les CINs sur ces
parametres. Notamment, nous nous attendons a observer des changements au niveau pré-
et/ou postsynaptique dans la transmission synaptique striatale, des altérations de la
plasticité (LTD, LTP), ainsi qu'une possible diminution de I'excitabilité des neurones striataux.
Par exemple, une moindre stimulation des récepteurs M1 des MSNs pourrait se traduire par
une moindre excitabilité de ces neurones. Dans ce contexte, il serait également intéressant
de mesurer les taux extracellulaires d'ACh, par exemple par voltamétrie sur tranche ou
microdialyse in vivo.

Au sein du systeme nerveux central, 'ACh est essentielle pour évaluer la valeur d’un
stimulus environnemental et savoir s’il représente une récompense ou une menace (Pepeu
and Giovannini, 2004). Le striatum est I'une des structures cérébrales présentant les taux
d’ACh les plus élevés et les CINs représentent la principale source de linnervation
cholinergique du striatum. Les CINs, de par leur champ neuritique étendus et leur activité
autonome, forment un réseau intrastriatal hautement organisé, a l'interface des afférences

striatales et des MSNs. lIs jouent un réle important dans la flexibilité cognitive, qui consiste
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en la capacité d’adapter son comportement a une nouvelle donnée de I'environnement qui
peut étre inattendue (Prado et al., 2017). Un exemple de cette flexibilité est le phénomene
de « switch attentionnel », mettant également en jeu le thalamus (Minamimoto and Kimura,
2002). En effet, les CINs correspondraient aux TANs (tonically active neurons) enregistrés in
vivo chez les primates au niveau du putamen ; cette corrélation a été faite sur la base de
caractéristiques immunohistochimiques (réactivité a la ChAT), morphologiques et
électrophysiologiques (Inokawa et al., 2010). De par leurs propriétés pacemaker, les
CINs/TANs émettent constamment des PAs, mais c’est bien un arrét synchrone de cette
activité tonique qui a été souligné comme crucial pour avoir une répercussion
comportementale. En particulier, des changements de I'activité des TANs ont été mis en lien
avec l'apprentissage, le renforcement moteur et la prédiction de la récompense. Par
exemple, lors d’une tache classique de conditionnement sensorimoteur Pavlovien, quelques
secondes apres la présentation du stimulus on observe une pause de la décharge des
CINs/TANs, qui peut étre précédée et/ou suivie par une augmentation transitoire de
I'activité (burst) avant de revenir a la fréquence de base. Cette séquence stéréotypée a été
décrite comme « conditioned pause response » (Aosaki et al., 1994), et la pause de I'activité
a en effet été impliquée dans le codage de la valeur pertinente d’un stimulus extérieur. Ainsi,
les changements d’activité des CINs/TANs pourraient contribuer a I'apprentissage associatif
et plus précisément assureraient la continuité entre le contexte environnemental et la sortie
comportementale. Les circuits neuronaux responsables de ce type de réponse sont encore
mal connus et débattus; ils incluraient les afférences thalamiques, source majeure de
I'innervation glutamatergique des CINs, ainsi que celles issues de la SNc (Matsumoto et al.,
2001; Reynolds et al., 2004; Straub et al., 2014). Or, on pourrait imaginer que les CINs
atypiques participent a ces phénoménes complexes de maniere différente par rapport aux
CINs typiques, majoritaires en situation normale. Le fait que chez la souris Tshz3-ChATCre
nous observons une présence accrue des CINs atypiques pourrait donc se traduire par une
modification des réponses neuronales et comportementales décrites ci-dessus et contribuer
aux comportements répétitifs mis en évidence.

Il serait intéressant de pouvoir expliquer du point de vue moléculaire la différence
entre les patrons de décharge des CINs typiques et atypiques, qui sont sous le contréle de

nombreux canaux/courants ioniques (voir partie IV.1 du cadre théorique). Par exemple le
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courant |y, qui provoque un retour rapide vers des potentiels liminaires permettant ainsi au
neurone d’émettre de nouveau un PA, est diminué chez les CINs atypiques. Afin de répondre
a cette question, nous pourrions effectuer des expériences de rétro transcription sur cellule
unique (single-cell RT-PCR) aprés avoir aspiré dans la pipette le CIN précédemment
enregistré, pour ensuite évaluer les différences d’expressions des canaux ioniques entre des
CINs typiques et atypiques (par exemple, les canaux HCN 1 a 4 responsables du courant ;).
Enfin, nous pourrions étudier aussi les propriétés intrinseques des CINs dans le modéle

+/’°CZ). En effet, dans ce modeéle, qui mime au mieux la pathologie

hétérozygote (Tshz3
humaine, la perte hétérozygote de Tshz3 concerne l'ensemble des cellules exprimant ce
facteur de transcription, y compris les CINs. Cette approche pourrait donc nous fournir
d’'importants renseignements quant a leur role dans la régulation de I'activité et de la
plasticité cortico-striée, ainsi que des circuits intrastriataux, qui dépendent de facon
importante de I'ACh, et confirmer l'implication des CINs dans les symptomes des TSA.

Les CINs sont distribués de maniére homogene a travers les différents territoires
fonctionnels du striatum. Comme nous I'avons vu dans le IV.2.a du cadre théorique, ces
neurones recoivent des afférences glutamatergiques, dopaminergiques, GABAergiques et
cholinergiques. Il existe cependant des différences régionales au sein du striatum. Par
exemple, les afférences dopaminergiques du striatum dorsal sont principalement issues de
la SNc, alors que celles du striatum ventral proviennent aussi de 'aire tegmentale ventrale.
L'innervation de la partie ventrale du striatum serait aussi plus diversifiée que celle de la
partie dorsale, avec notamment des afférences issues de I’hippocampe, de 'amygdale et de
I'hypothalamus latéral. De plus, des études immunohistochimiques effectuées chez de
nombreuses espéces (rongeurs, primates, oiseaux etc.) ont permis de décrire un autre type
d’organisation fonctionnelle du striatum : les striosomes (ou patch), qui couvrent environ
30% du volume striatal, et la matrice (Malach and Graybiel, 1986; Gerfen, 1992; Kincaid and
Wilson, 1996). Ces deux compartiments sont identifiables du point de vue i) histologique (les
striosomes forment des « ilots » positifs, entre autre, a I'immunomarquage des récepteurs
p-opioides) et ii) fonctionnel (que nous ne détaillerons pas ici). Cette organisation est
conservée au cours de I'évolution et doit probablement jouer un réle fonctionnel crucial au
sein du striatum. La répartition des CINs dans ces compartiments suit un schéma particulier :

en effet, ces interneurones sont retrouvés dans les deux compartiments mais, lorsqu’ils sont
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dans la matrice, ils s’agencent surtout sur le pourtour des striosomes (van Vulpen and van
der Kooy, 1998; Brimblecombe and Cragg, 2017). Dans ce contexte, une hypothése
développementale pourrait expliquer 'augmentation de proportion des CINs atypiques chez
les souris Tshz3-ChATCre. En effet, chez la souris a E11, I'expression de la ChAT émerge dans
I'encéphale (Semba and Fibiger, 1988) et la différenciation des précurseurs neuronaux en
neurones cholinergiques se fait entre E12 et E17. Les neurones cholinergiques qui
deviennent postmitotiques (ou différenciés) autour de E13 vont se retrouver en majorité
dans les striosomes, alors que ceux qui le deviennent plus tard, autour de E17, ont plus de
chances de coloniser la matrice. De plus, la différenciation terminale, avec I’acquisition de
I'expression de la ChAT, intervient au stade embryonnaire pour les interneurones des
striosomes mais en postnatal pour ceux de la matrice (Van Vulpen and Van Der Kooy, 1996;
van Vulpen and van der Kooy, 1998). Il semble donc exister deux programmes
développementaux différents pour les CINs des striosomes et de la matrice. Sachant que la
délétion de Tshz3 chez les souris Tshz3-ChATCre débute dés que la ChAT est exprimée, il est
tentant de penser que Tshz3 serait requis pour le bon déroulement de ces programmes
développementaux. On pourrait imaginer que la proportion de neurones cholinergiques qui
se développe anormalement en CINs atypiques chez la souris mutante correspondrait
majoritairement aux CINs des striosomes. Pour vérifier cette hypothese, nous pourrions
effectuer des enregistrements des CINs dans les parties antérieures du striatum, ol le
volume striatal occupé par les striosomes est plus important, et donc ou la proportion de
CINs atypiques devrait augmenter (Desban et al., 1993). Nous pourrions également étudier si
la cinétique de différenciation terminale des CINs dans ces deux compartiments est modifiée
chez les souris Tshz3-ChATCre.

Un nombre croissant de données de la littérature montre I'implication spécifique des
CINs du striatum dans les TSA, et particulierement dans les comportements stéréotypés
(associés ou pas aux TSA). Par exemple, |'ablation de ces neurones chez la souris provoque
une augmentation dramatique des comportements persévérants (Martos et al., 2017), alors
gue la restauration de la transmission cholinergique striatale peut améliorer les stéréotypies
chez le rat traité par la cocaine (qui réduit les niveaux d'ACh) (Aliane et al., 2011). Enfin, les
populations d'interneurones PV et CINs sont réduites dans le striatum de modéles murins de

TSA (Rapanelli et al.,, 2017). D’apres nos résultats morphologiques dans I'encéphale, la
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délétion de Tshz3 chez les souris Tshz3-ChATCre concerne la quasi-totalité des CINs du
striatum (et environ 1/4 des cellules cholinergiques du nBM). Bien que le nombre de CINs ne
soit pas affecté, nous avons vu qu'une proportion significative de ces neurones adopte un
patron de décharge réduit (CINs atypiques), et les études comportementales des souris
Tshz3-ChATCre révélent des stéréotypies évaluées par le test d’enfouissement des billes et
par la mesure du leaning dans l'open field (exploration active de l'environnement par
redressement sur les pattes postérieures, non publié). Par contre, ces souris ne montrent
pas les autres symptomes des TSA, notamment les déficits des interactions sociales. Ces
résultats suggerent que les changements observés dans I'activité des CINs (et/ou une
modification physiologique des cellules cholinergiques du nBM) dus a la perte de Tshz3

seraient sélectivement associés a ces comportements répétitifs.
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VI. CONCLUSIONS

D’aprés l'étude précédente de I'équipe (Caubit et al., 2016), il est clair que la délétion
hétérozygote de Tshz3 est liée aux TSA. Ici, nous confirmons ce lien et enrichissons les
connaissances sur les conséquences anatomo-fonctionnelles de la délétion de ce géne au
niveau de la circuiterie cortico-striée. L'originalité de cette étude est qu’elle permet
d’apporter des informations sur le moment et les populations neuronales liés a I'altération
de ce circuit, subséquente a cette mutation, et de proposer des relations plus précises avec
les troubles comportementaux engendrés.

Il est intéressant de noter que, dans chaque maillon testé de ce circuit, nous trouvons
une diminution de l'activité neuronale intrinséque et/ou synaptique. Ainsi dans le circuit
cortical, ou les neurones pré- et postsynaptiques perdent l|'expression de Tshz3, nous
trouvons une excitabilité moindre des PNs de la couche V et une diminution de leur activité
synaptique. Au niveau du circuit cortico-strié, nous assisstons a des profondes perturbations
pré- et postsynaptiques, ces dernieres probablement dues a des phénoménes de
compensation, étant donné que les MSNs n'expriment pas TSHZ3. Toujours dans le striatum,
nous assistons a l'augmentation d’'une proportion de CINs dans lesquels la perte de Tshz3
résulte en une activité de décharge réduite et irréguliére.

Par ailleurs, ces altérations fonctionnelles sont accompagnées par des modifications
d’expression de genes du synaptome et des défauts comportementaux de type TSA (non
publié). De fagon intéressante, ces derniers semblent étre sous-tendus par différentes
parties du circuit cortico-strié : ainsi, les stéréotypies seraient liées spécifiguement au
dysfonctionnement des CINs, alors que le dysfonctionnement du circuit cortico-strié
produirait la totalité des déficits comportementaux de type TSA.

L'ensemble des données présenté dans ce manuscrit met une nouvelle fois en
exergue l'implication de la circuiterie cortico-striée dans les TSA, comme c’est le cas dans
d'autres modeles expérimentaux et chez les patients atteints de cette pathologie

neurodéveloppementale.
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