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1Abréviations

AMPA : acide a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionique
ATP : adénosine tri-phosphate

ATV : aire tegmentale ventrale

BMI : bicuculine méthiodine

Ca’": calcium

CI' : chlore

CM/PF : complexe centro-median prafasciculaire
CNQX : 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione
DAPI : di-aminido phenyl indol

D-APS : (R)-2-amino-5-phosphonopentanoate
Dil : 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyamine perchlorate
EAAT : transporteurs d’acides aminés excitateurs
EP : noyau entopédonculaire

EPSC : courant post-synaptique excitateur
GABA : acide gamma-aminobutyrique

GAT : transporteur du GABA

GFAP : proteine acide fibrillaire d’origine gliale
GLAST : transporteur glutamate/aspartate

GLT-1 : transporteur au glutamate

Glu : glutamate

GP : globus pallidus

Gpe : globus pallidus externe

InsPj : inositol triphosphate

K" : potassium

LAP-3: L-2-amino-3- phosphonopropionate
L-DOPA : levo-dopa

mGIuR : récepteur métabotropique au glutamate
MPTP : 1 - méthyl 4 - phényl 1,2,3,6-tétrahydro pyridine
Na' : sodium

NAADP: acide nicotinique adenine dinucleotide phosphate.
NMDA : N-méthyl-D-aspartate

NPP : noyau pédonculo-pontin

NST (ou STN) : noyau sous-thalamique

RE : reticulum endoplasmique

RyR : récepteur de la ryanodine

SHF : stimulation haute fréquence

SNc : substantia nigra pars compacta

SNC : systéme nerveux central

SNr : substantia nigra pars reticulata

VGLUT : transporteur vesiculaire du glutamate
6-OHDA : 6-hydroxydopamine

Abréviations



Abréviations




Préambule

Chez I’homme, le cerveau ne compte pas moins de 100 milliards de neurones et cent
fois plus de cellules gliales qui forment un réseau avec des connexions extrémement efficaces.
C'est grace a ce formidable réseau de cellules que nous pouvons, entre autres, bouger,
apprécier un bon film, tomber amoureux ou résoudre une énigme. Cependant, comme tous les
organes du corps humain, le cerveau peut parfois dysfonctionner et étre a I’origine de

maladies neurologiques comme, par exemple, la maladie de Parkinson.

Cette maladie neurodégénérative est un modele de dysfonctionnement cérébral qui
touche un réseau de structures — les ganglions de la base — impliqué notamment dans le
controle du mouvement. La diminution de libération de dopamine dans ces structures suite a
la dégénérescence de neurones dopaminergiques, perturbe 1’ensemble du réseau, modifiant les
taux de neurotransmetteurs libérés (glutamate, GABA) et I’activité électrique neuronale dans
différentes structures, conduisant a une modification des informations envoyées au cortex
moteur. Ce dysfonctionnement est la cause des troubles du mouvement connus chez les
patients parkinsoniens.

Il existe a I’heure actuelle, deux traitements médicaux principaux de cette pathologie
qui reposent d’une part sur une approche pharmacologique de nature supplétive
(administration de L-DOPA, précurseur de la dopamine) et d’autre par sur une approche
chirurgicale qui est la stimulation cérébrale profonde a haute fréquence du noyau sous-
thalamique. Cette approche thérapeutique souléve de nombreuses questions fondamentales
d’ordre physiopathologique concernant les interactions entre les réseaux des neurones des

différentes voies des ganglions de la base.

C’est dans ce contexte que s’est inscrit mon sujet de theése qui vise a aborder la question
des effets de la stimulation ¢électrique du noyau sous-thalamique sous un aspect cellulaire et
moléculaire, par le développement d’une approche d'imagerie calcique in vitro. Mon étude
s'est focalisée essentiellement sur I'implication des cellules gliales et des transmetteurs libérés
au sein de la SNr dans les mécanismes cellulaires qui sous-tendent les effets thérapeutiques de
cette stimulation. J’ai également abordé la question du réle des interactions neurone-glie dans
la modulation des activités neuronales de la SNr par une approche électrophysiologique.
L’intérét porté aux cellules gliales a connu un essort ces derni¢res années et 1’étude de leur
fonctionnement et de leur role dénote 1'importance de ces cellules dans la modulation de la
transmission des informations entre les neurones. Je me propose de développer toutes ces

notions dans la suite de ce mémoire.
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I. Ganglions de la base

Les ganglions de la base, également appelés noyaux gris centraux, forment un
ensemble de structures sous-corticales anatomiquement interconnectées. Ils constituent un
systéme majeur d’intégration, et sont impliqués dans I’initiation et la régulation de certains
paramétres du mouvement (direction et amplitude) mais également dans I’apprentissage,
I’exécution et la mémorisation de séquences motrices (Mink, 1996; Boraud et al., 2002). Les
ganglions de la base ont longtemps été considérés comme essentiellement impliqués dans le
controle du mouvement. Toutefois, au cours de la derniére décennie, les connaissances
acquises sur leur anatomie et leurs propriétés fonctionnelles soulignent également leur
implication dans des processus cognitifs, émotionnels et motivationnels, essentiels au contrdle
adaptatif du comportement (Boussaoud et al., 1997; Redgrave et al., 1999). De par leurs
connexions, ils traitent une diversité d’informations considérables provenant de I’ensemble du
cortex cérébral, ainsi que des noyaux intra-laminaires et centraux du thalamus, de
I’hippocampe et de I’amygdale. En retour, via les voies efférentes, les ganglions de la base
controlent 1’excitabilité du réseau du tronc cérébral prémoteur, des aires principalement
motrices du cortex cérébral et du thalamus (Fig. 1). Ce dernier est lui-méme connecté aux
cortex moteur, prémoteur, préfrontal et, va ainsi agir en retour sur leur activité (Slaght et al.,
2002). Le caractere unidirectionnel des connexions majeures impose au systéme une polarité
fonctionnelle définie : I’information circule d’une structure d’entrée vers une structure de
sortie.

Chez les rongeurs, les ganglions de la base sont constitués : du striatum (ou caudé-
putamen), du noyau sous-thalamique (NST), du globus pallidus (GP ou partie externe du
globus pallidus chez I’homme et le primate), du noyau entopédonculaire (EP correspondant
au globus pallidus interne chez le primate) et de la substance noire composée d‘une partie
compacte (SNc) et d’une partie réticulée (SNr). On peut inclure en plus dans ce systeme,
I’aire tegmentale ventrale (ATV) qui contribue a I’innervation dopaminergique du striatum

dans sa partie limbique ventrale (pour revue, voir Deniau., 2003).
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Figure 1: Les différentes structures
des ganglions de la base et leur
connexions. (Pour plus de clarté, les
connexions corticales et thalamiques
du NST ne sont pas représentées). CG :
noyau gris central; colliculus sup, inf :
colliculus supérieur et inférieur;, CM :
noyau centro-médian du thalamus,
CL : noyau centro-latéral du thalamus,
EN : noyau entopédonculaire; GPe :
globus pallidus externe; GPi: globus
pallidus interne; Hb : habenula; LD :
noyau dorso-latéral du thalamus; MD :
noyvau dorso-médian du thalamus;
MDI : subdivision paralamellaire du
noyvau dorso-médian du noyau du
thalamus;, MRf: formation réticulée mesenséphalique; Pf: noyau parafasciculaire du
thalamus, PF : cortex préfontral; PM : cortex prémoteur;, PPN : noyau pédoculo-pontin,
SNR : substance noire réticulée; STN : noyau sous-thalamique; VA/VL : noyaux ventro-
antérieur et ventro-latéral du thalamus;, VM : noyau ventro-médian du thalamus; VPI :
pallidum ventro-latéral (Slaght et al., 2002) .

Hippocampus

Caolliculus
sup, inf

PPM

1. Anatomie des ganglions de la base

1.1 Le striatum

1.1.1 Les neurones striataux

Le striatum comprend deux grandes familles de neurones a savoir les neurones
efférents, représentant 95% des neurones totaux, et les interneurones (5% des neurones
striataux).
Les neurones efférents sont de taille moyenne (10 a 20 pm de diamétre), présentant une
arborisation locale importante, avec de nombreuses collatérales et portent de nombreuses
épines dendritiques. Ils sont appelés « medium spiny neurons » (Smith and Bolam, 1990). Ils
utilisent le GABA comme neurotransmetteur et co-expriment des neuropeptides différents
selon les structures qu’ils innervent. Deux populations distinctes peuvent étre mises en
¢vidence : 1) les neurones striato-pallidaux qui expriment la glutamate décarboxylase 67
(GAD 67, enzyme de synthése du GABA), et les enképhalines, 2) les neurones striato-nigraux
et striato-entopédonculaires qui co-expriment la GAD 67, la subtance P et la dynorphine.

Les interneurones striataux n’ont pas d’épines dendritiques. On distingue quatre

catégories de ces neurones en fonction des neuromédiateurs qu’ils expriment: 1) les
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interneurones cholinergiques (2% de la population neuronale striatale totale), 2) les
interneurones GABAergiques non épineux de taille moyenne qui expriment le neuropeptide Y
et la somatostatine, 3) les interneurones GABAergiques avec une arboration dentritique
rayonnante qui expriment la parvalbumine, et enfin 4) les interneurones GABAergiques qui

expriment la calrétinine (pour revue voir Kawaguchi et al., 1995).

1.1.2 Les systemes afférents

Le striatum recoit une innervation massive du cortex cérébral mais aussi du
thalamus, de la substance noire compacte et du noyau dorsal du raphé. Enfin, le striatum
recoit également des projections quantitativement mineures provenant de structures telles que
I’amygdale, le noyau pédonculo-pontin (NPP), le NST ainsi que le globus pallidus (Veening
et al., 1980; Parent, 1990). Nous ne rappelerons ici que les afférences principales : les cortico-
striées, les thalamo-striées, les dopaminergiques et les sérotoninergiques.

Les afférences cortico-striées utilisent le glutamate comme neurotransmetteur (pour
revue voir (Fonnum, 1984)). Les terminaisons neuronales forment des synapses de type
symétrique, majoritairement sur les épines des neurones striataux efférents et, de moindre
facon sur les troncs dendritiques (Smith et al., 1994). L’ensemble des territoires corticaux
projette de maniére topographique et bilatérale sur le striatum méme si la projection
unilatérale est prépondérante (McGeorge and Faull, 1989).

Les afférences thalamo-striées constituent la seconde source majeure d’afférences du
striatum. Elles proviennent en majorit¢ des noyaux intralaminaires du thalamus et plus
particulierement du complexe centro-médian parafasciculaire (CM /PF) (Deschenes et al.,
1995). Elles utilisent le glutamate comme neurotransmetteur et les terminaisons nerveuses
forment des synapses asymétriques sur les troncs dentritiques des neurones efférents
(Mouroux and Feger, 1993). Elles projettent de fagon ipsilatérale sur le striatum (Berendse et
al., 1990) et s’organisent selon une topographie trés précise (Veening et al., 1980).

Les afférences dopaminergiques sont issues principalement de la SNc mais aussi de
ATV ainsi que de ’aire rétrorubrale. Les projections nigro-striées innervent principalement la
partie dorsale du striatum alors que celles issues de I’ATV et aire rétrorubrale innervent
préférentiellement la partie ventrale. Ces afférences nigro-striées dopaminergiques respectent
¢galement une topographie précise (Veening et al., 1980) qui répond de maniére adéquate a la

modulation des informations corticales (Smith et al., 1994 ; Parent and Hazrati, 1995).
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Les afférences sérotoninergiques sont issues du noyau dorsal du noyau raphé (pour
revue Soghomonian et al., 1987). Cette innervation sérotoninergique du striatum est

hétérogene et présente un gradient dorso-ventral et antéro-postérieur.

1.2 Le Globus pallidus

1.2.1 Les neurones pallidaux

Les neurones pallidaux sont de taille variable et utilisent le GABA comme
neurotransmetteur. Ces neurones ne portent pas d’épines dendritiques et ont un soma de
grande taille par rapport a ceux portant des épines (Kita and Kitai, 1994). La majorité de ces
neurones GABAergiques co-expriment la GAD 67 avec la parvalbumine (Kita and Kitai,

1994).

1.2.2 Afférences et efférences du globus pallidus

Les efférences pallidales projettent massivement sur le NST (Smith and Bolam,
1990). Ces projections respectent une topographie médiolatérale et rostrocaudale (Parent and
Hazrati, 1995). Les axones pallidaux projettent sur les structures de sortie des ganglions de la
base, I’EP et la SNr (Smith and Bolam, 1990 ; Kita and Kitai 1994). Les neurones du GP
innervent également le striatum (Beckstead, 1983) ainsi que le noyau réticulaire du thalamus
(Haber et al., 1985).

Les neurones du GP regoivent des afférences inhibitrices GABAergiques en
provenance du striatum et des afférences excitatrices glutamatergiques en provenance du NST
et du CM/PF. Les projections striatales représentent la plus grosse partie des afférences du
GP. Les neurones de la voie striato-pallidale co-expriment la GAD 67 et les enképhalines. Les
terminaisons nerveuses striatales forment des synapses symétriques avec les neurones
pallidaux (pour revue voir Parent and Hazrati, 1995). Les projections subthalamiques forment
des synapses asymétriques sur les neurones pallidaux. Le GP regoit également des afférences
glutamatergiques du CM/PF du thalamus (Deschénes et al., 1996) formant des synapses
asymétriques sur les neurones pallidaux. Enfin le GP recoit des afférences dopaminergiques

provenant de la SNc (Gauthier et al., 1999).
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1.3. Le noyau sous-thalamique

Je m’attarderai davantage dans la description de cette structure puisqu’elle fait partie
des structures auxquelles je me suis plus particulierement intéressée au cours de ma these. Je

ferai de méme avec la substance noire réticulée.

1.3.1 Localisation et organisation fonctionnelle

Le NST est un petit noyau fortement vascularisé qui contient une population
neuronale dense, il est composé de 25 000 cellules pour un volume approximatif de 0,8 mm®
chez le rat (560 000 cellules pour un volume de 240 mm?® chez I’humain, Temel et al., 2005;
Tan et al., 2006). Ce noyau ovoide se situe dans la portion caudale du diencéphale, entre la
partie ventrale de la zona incerta et la substance noire (Fig. 24). Il est entouré d’un paquet de

fibres my¢linisées composant la capsule interne.

Figure 2 : Localisation et organisation fonctionnelle du noyau sous-thalamique chez le rat.
A) Position anatomique du NST au sein du mésencéphale de rat (représentation sagittale). Le
NST (1) est relativement petit, délimité dorsalement par la zona incerta (2) et antérieurement
par la substance noire divisée en deux parties : la SNr (3 en vert), la SNc (4), la SN pars
lateralis faisant partie de la SNc (5). Les fleches indiquent les circuits thalamo-corticaux
moteur (a), associatif (b) et limbique (c)(Temel et al., 2005). B) Subdivisions fonctionnelles
du noyau sous-thalamique de rat. Le NST est subdivisé en deux : une partie sensorimotrice
dorso-latérale (en bleu) et une partie limbique et associative ventro-médiane (en vert)(Tan et

al., 2006).

Tout comme le striatum, le NST présente des territoires fonctionnels distincts, qui sont
le reflet de 1’organisation topographique de ses afférences (Groenewegen and Berendse,

1990). Chez le rat, deux parties se distinguent : la partie médiane, interconnectée avec le
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pallidum ventral, correspondant aux territoires limbique et associatif des ganglions de la base,
et la partie latérale, connectée avec les zones plus dorsales des ganglions de la base,

correspondant aux fonctions sensorimotrices (Tan et al., 2006), (Fig. 2B).

1.3.2 Organisation cellulaire

Le NST a la particularité d'étre la seule structure glutamatergique des ganglions
de la base. Il est composé¢ de neurones glutamatergiques possédant un long axone de
projection. La majorité des axones émerge directement des corps cellulaires dont certains
forment des axones collatéraux sur les neurones sous-thalamiques voisins (Sato et al., 2000;
Shen and Johnson, 2006). Ces neurones possedent généralement 3 a 4 dendrites primaires qui
se ramifient ensuite en prolongements fins partiellement recouverts d’épines dendritiques. Les
ramifications dendritiques s’étendent principalement dans le plan parasagittal du noyau, le
champ dendritique épouse la forme et les limites du NST. Cependant, chez le rat, certaines
dendrites sortent des limites dorsales, médianes et ventrales (Hammond and Yelnik, 1983;
Kita et al., 1983). On parle alors de « noyau ouvert », ce qui n’est pas le cas chez le primate
ou le chat ou le noyau est dit « fermé », c'est-a-dire que les dendrites restent a I’intérieur des
limites anatomiques du NST (Hammond and Yelnik, 1983 ).

Si la majorité des neurones du NST sont glutamatergiques, il semble qu’il y ait
également quelques interneurones GABAergiques présents dans ce noyau (Hassler et al.,
1982) : ce sont des cellules avec moins de dendrites, plus fines et moins ramifiées. Des
travaux réalisés sur I’humain en post-mortem ont permis d’isoler une faible population de
cellules de taille plus petite que les neurones de projection et positives a I’immuno-marquage
de la glutamine décarboxylase (GAD) spécifique des neurones GABAergiques (Levesque and
Parent, 2005).

En condition physiologique, les neurones de ce noyau possédent un patron de
décharge régulier de 5 a 15 Hz (Bevan et al., 2006), avec des « bursts » d’activité irrégulicre

dans environ 50% d’entre eux (Magill et al., 2000).

1.3.3 Afférences et efférences du noyau sous-thalamique

Les principales afférences du NST proviennent du cortex (Kitai and Deniau,
1981) et du GP (Carter and Fibiger, 1978). Il regoit également des afférences du noyau
CM/PF et du complexe centro-médian du thalamus de nature glutamatergique, des afférences
en provenance de la SNc et de ’ATV de type dopaminergique, du noyau pédonculo-pontin de

nature cholinergique et glutamatergique, et du raphé dorsal de nature sérotoninergique (Tan et
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al., 2006). Les projections en provenance du cortex sont massives et glutamatergiques. Chez
le rat, la source majeure des afférences corticales provient des cortex moteurs et somato-
sensoriels primaires, du cortex préfrontal et du cortex cingulaire médian (Canteras et al.,
1990). Le cortex moteur primaire projette sur toute 1’étendue du NST selon une organisation
rostro-caudale et médio-latérale précise (Afsharpour, 1985). Le NST recoit également des
connexions massives en provenance du GP qui sont de nature GABAergiques et qui
établissent des contacts synaptiques sur I’ensemble de ses neurones (Kita and Kitai, 1994).

Concernant les efférences du NST, elles sont de nature glutamatergique excitatrice sur
chacune des structures cibles. Elles se projettent principalement vers la SNr, ’EP et le GP
mais également sur le striatum, la SNc et le NPP (Hammond and Yelnik, 1983; Tan et al.,
2006). Les projections subthalamo-nigrales forment des synapses asymétriques
essentiellement au niveau des dendrites et peu avec les corps cellulaires des neurones de la
SNr (Parent and Hazrati, 1995). Une étude récente a également mis en évidence des
projections du NST vers le cortex cérébral et plus précisément au niveau des aires sensori-
motrice et préfrontale. Il a été proposé que cette boucle NST-cortex pourrait contribuer a la
propagation de phénomeénes oscillatoires pathologiques favorables a I’émergence d’activités
¢lectriques synchronisées anormales notamment dans la maladie de Parkinson ou 1’épilepsie
(Degos et al., 2008).

Longtemps considéré comme un simple relais dans la voie indirecte des ganglions de
la base, qui est une voie reliant le striatum et les structures de sorties des ganglions de la base
par I’intérmédiaire de deux relais (le NST et le globus pallidus externe), le NST représente
aujourd’hui une structure d’entrée directe dans ce circuit, capable d’intégrer directement les
informations d’origine corticale. L’une des évolutions majeures du schéma classique
d’organisation anatomo-fonctionnelle des ganglions de la base, initialement proposé par Albin
et collaborateurs (1989), est de placer le NST au méme niveau fonctionnel que le striatum
(Albin et al., 1989), (cf Contexte Scientifique 1.2.2.2). Les études récentes sur son implication
dans des fonctions motrices et cognitivent montrent que le NST est une structure centrale a
I’intérieur des ganglions de la base et que la majorité des circuits thalamo-corticaux passent a
travers ce noyau (Temel et al., 2005). Il est également de plus en plus étudi¢ pour son
implication dans les circuits limbiques et associatifs, notamment dans les processus
motivationnels (Baunez et al., 2007). Son implication dans ces processus a été confirmée par
des études cliniques montrant que les bénéfices moteurs engendrés par la stimulation du NST
chez les patients parkinsoniens s’accompagnent de modifications comportementales

fréquentes de type perte d’attention, perte de mémoire et difficulté¢ verbale, diminution des
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facultés de mémorisation mais également des symptomes de type dépression, perte de

motivation ou apathie (Temel, 2008).

1.4. La substance noire réticulée

1.4.1 Localisation et organisation fonctionnelle

La substance noire est située dans le mésencéphale ventral et elle se divise en
deux parties : la substance noire compacte (SNc) qui représente la partie la plus dorsale de
cette structure et qui contient de nombreux corps cellulaires de nature dopaminergique, et la
substance noire réticulée (SNr) située ventralement par rapport a la SNc. Elle est plus
volumineuse mais présente une plus faible densité de corps cellulaires (Oades and Halliday,
1987) et elle représente 1’'une des structures de sortie des ganglions de la base.

L’organisation topographique des projections cortico-striatales permet de conserver la
mosaique fonctionnelle corticale de manieére ordonnée au niveau du striatum (McGeorge and
Faull, 1989). Chez le rat, les différents territoires striataux sont représentés au niveau de la
SNr sous la forme d’une série de lames courbes organisées a la maniere de pelures d’oignon
(Deniau et al., 2007). Selon cette représentation, la fonction associative implique les parties
dorsales et médianes tandis que la partie ventrale est surtout impliquée dans la fonction

sensorimotrice (Fig. 3).

audiory Figure 3: Représentations
{773 auditory. visual ’ . -
5 visual, :‘nntur orofacial sensorimotar, insular, SChematIqueS| dlte de « pelu res
“ gustatery, perirhinal y - .
33 1steral a:dpventmtlural orbital d Olgnon », de Ia mosalque

corticale au sein de la SNr de rat
(Deniau et al., 1996).

(@ insular, perirhinal

insular, gustatory, perirhinal,
B2 \ateral orbital
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1.4.2 Organisation cellulaire
La SNr est une structure essentiellement GABAergique, constituée de neurones
multipolaires GABAergiques caractérisés par des corps cellulaires de taille variable et de

formes particulierement irrégulieres (Richards et al., 1997), (Fig. 44). Ils possédent une
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arborisation dendritique trés importante pouvant s’étendre jusqu’a 1,5 mm dans I’axe rostro-
caudal. Un neurone GABAergique peut ainsi recouvrir 50 a 80% de la longueur de la SNr et
70% de sa largeur. L’orientation du champ dendritique d’un neurone dépend de la position de
celui-ci a D’intérieur de la structure. Les neurones de la partie dorsale ont des dendrites qui
s’étendent suivant les 3 axes alors que les neurones de la partie ventrale ont des dendrites qui
restent confinés dans le plan ventral de la structure (Mailly et al., 2003). La SNr contient
¢galement des neurones dopaminergiques et quelques neurones cholinergiques. Les neurones
dopaminergiques sont essentiellement localisés au niveau de la partie caudale et ventrale de la
structure ou ils sont regroupés en clusters (Deniau et al., 1996) et, contrairement aux neurones
GABAergiques, ils ont une arborisation dendritique plus restreinte avec des dendrites

primaires beaucoup plus longues que celles des neurones GABAergiques (Fig. 4B), (Richards

et al., 1997).

Figure 4: Reconstruction morphologique de neurones de la SNr et de la SNc de rat. 4)
Neurones GABAergiques de la SNr. B) Neurone dopaminergique de la SNr. C) Neurone
dopaminergique de la SNc (Richards et al., 1997).

Chez le rat, les neurones GABAergiques et dopaminergiques de la SNr possédent des
caractéristiques électrophysiologiques propres. Les neurones GABAergiques possédent une
activité spontanée de 10 a 20 Hz in vitro et expriment un fort courant potassique rectifiant
activé par hyperpolarisation (Fig. 54). Les neurones dopaminergiques, quant a eux, ont une
activité spontanée d’une fréquence beaucoup plus faible, de 2 a 12 Hz in vitro, avec de larges
potentiels d’action et expriment un courant [h (Nakanishi et al., 1987; Richards et al., 1997).
Ce courant Th est un courant entrant activé par hyperpolarisation et qui met en jeu deux

cations monovalents, le sodium (Na") et le potassium (K") (Fig. 5B). Ce courant est également
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nomm¢é courant pace-maker car il régule D’activité rythmique de nombreux processus

cellulaires (Mercuri et al., 1995).

Figure 5: Caractéristiques
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noire) (Shen and Johnson, 2006).

In vitro, la SNr posséde une activité spontanée autonome due a I’activité spontanée des
neurones GABAergiques et dopaminergiques. L’activité pace-maker de ces neurones serait
due a des mécanismes contribuant a dépolariser les cellules de la SNr au seuil de
déclenchement des potentiels d’action, impliquant un courant lent sodique dépendant du
voltage sensible a la tétrodotoxine (TTX) et un courant insensible a la TTX médi¢ en partie
par le sodium (Atherton and Bevan, 2005). Cette activité autonome serait €¢galement sous la
dépendance de canaux calciques de type L et de 1’activation tonique de récepteurs NMDA
(Ibanez-Sandoval et al., 2007).

Les neurones GABAergiques nigraux exercent un fort contrdle de I’activité spontanée
des neurones dopaminergiques et GABAergiques, par l'intermédiaire de collatérales, tout en
étant eux-mémes sous le contrdle de 1’inhibition GABAergique pallidale (Celada et al., 1999).
Durant la préparation du mouvement c’est I’inhibition GABAergique striatale sur les
neurones de la SNr qui serait a 1’origine de la désinhibition des neurones cibles du thalamus,
nécessaire a I’élaboration du mouvement. Cette désinhibition requiert que les neurones de la

SNr aient une activité basale tonique et régulieére (Deniau et al., 2007).
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1.4.3 Afférences et efférences de la substance noire réticulée

La SNr est la principale structure de sortie des ganglions de la base : elle regoit
principalement des afférences GABAergiques en provenance du striatum, du GP (Chevalier
and Deniau, 1990) et des afférences glutamatergiques en provenance du NST (Kita and Kitai,
1987). Les afférences striato-nigrales ont une organisation topographique trés précise et la
somatotopie des projections corticales sur le striatum est conservée au niveau de la SNr
(comme décrit ci-dessus, Deniau et al., 1996). Ces afférences forment des synapses
symétriques qui projettent essentiellement au niveau des parties distales des dendrites des
neurones GABAergiques de la SNr. Quant aux projections pallido-nigrales, elles forment des
synapses symétriques de grande taille sur les parties distales et proximales des dendrites des
neurones GABAergiques de la SNr (Deniau et al., 2007). La localisation proximale des
synapses pallido-nigrales suggére que le GP pourrait avoir un impact significatif sur les taux
de décharge des neurones de la SNr (Deniau et al., 2007). Les afférences glutamatergiques
issues du NST forment des contacts synaptiques asymétriques sur les parties distales de ces
dentrites (Kita and Kitai, 1987). A D’intérieur de la SNr, les fibres subthalamo-nigrales
forment une importante arborisation, augmentant les contacts dendritiques (Bevan et al.,
1994). Ces afférences contribuent a 1’activité tonique des neurones de la SNr (Feger and
Robledo, 1991). Des approches anatomiques et ¢lectrophysiologiques ont montré que les
projections du NST convergent, avec les terminaisons striato-nigrales et pallido-nigrales, vers
les mémes neurones de la SNr (pour revue voir, Deniau et al., 2007).

La SNr recgoit également des afférences glutamatergiques en provenance du cortex
moteur, du CM/PF du thalamus et de 1’amygdale, des afférences sérotoninergiques en
provenance du raphé dorsal et des afférences cholinergiques en provenance du noyau
pédonculo-pontin (Gerfen et al.,, 1982). Enfin, elle est également sous influence
dopaminergique par l'intermédiaire de libération de dopamine par des dendrites de la SNc¢ qui
passent dans la SNr (Gauthier et al., 1999). Ces différentes afférences permettent la régulation
de la balance excitatrice et inhibitrice exercée par les afférences du striatum, du GP du NST et
des circuits intrinséques de la SNr (Deniau et al., 2007).

Les efférences nigrales sont des projections de type GABAergique principalement
dirigées vers le thalamus et plus particulierement, chez le rat, vers le noyau ventro-médian
(Beckstead et al., 1979). La SNr envoie également des projections vers le PF (Beckstead et
al., 1979), vers la SNc (Tepper et al., 1995), le NPP ou encore le colliculus supérieur
(Beckstead et al., 1979; Parent and Hazrati, 1995a). Les neurones GABAergiques de la SNr

sont également interconnectés entre eux par la formation d’un réseau local de collatérales
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d’axones qui innerve a la fois la SNr et la SNc. Les interactions entre les neurones de la SNr
peuvent contribuer a une désynchronisation des taux de décharge de neurones innervant une
méme cible et a renforcer la nature tonique de leur influence synaptique. Du fait de l'activité
spontanée réguliére et élevée de ses neurones, la SNr exerce un effet inhibiteur tonique sur ses
structures cibles, et c’est en modulant cette influence inhibitrice que les ganglions de la base
contrdlent 1’excitabilit¢ du circuit thalamocortical responsable du comportement et du

mouvement (Deniau et al. 2007).

1.5 Connexions entre noyau sous-thalamique et substance noire réticulée.

Comme nous I'avons vu, le NST est la seule structure glutamatergique des ganglions
de la base et c’est de cette strucutre que partent les principales projections glutamatergiques
vers les structures de sortie des ganglions de la base. Chez les rongeurs, les projections du
NST vers la SNr proviennent de I’ensemble du noyau (Deniau et al., 1978; Groenewegen and
Berendse, 1990). En accord avec la nature glutamatergique de cette transmission, 1’activation
pharmacologique du NST, par désinhibition des neurones avec une injection de bicuculline
(Robledo and Feger, 1990), ou la stimulation ¢électrique de celui-ci (Nakanishi et al., 1987)
induit des potentiels postsynaptiques excitateurs pouvant conduire a des décharges de
potentiels d’action au niveau des neurones de la SNr (Nakanishi et al., 1987; Robledo and
Feger, 1990). In vivo, I'influence excitatrice du NST contribue a D’activité tonique des
neurones de la SNr, comme le montre la diminution du taux de décharge des neurones de la
SNr suite a une inhibition pharmacologique des neurones du NST (Feger and Robledo, 1991).
De méme, I’ablation des neurones du NST par une immunotoxine, modifie le patron et le taux
de décharge des neurones de la SNr (Yasoshima et al., 2005). Ainsi, I’influence synaptique
exitatrice du NST vers la SNr est bien caractérisée et montre que les projections
glutamatergiques du NST vers la SNr participent au contréle de ’activité électrique des
neurones GABAergiques de cette structure.

L’effet du glutamate sur les cellules de la SNr est médi¢ par les trois principaux types de
récepteurs au glutamate : les récepteurs a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic
acid (AMPA), les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA) et les récepteurs
métabotropiques (Chatha et al., 2000; Marino et al., 2001; Hedberg et al., 2003). L'étude de la
sensibilit¢ des neurones de la SNr a I’activation des récepteurs AMPA, NMDA et
métabotropiques glutamatergiques, souligne le role essentiel des récepteurs NMDA dans la

régulation des taux de décharge de ’activité spontanée de ces neurones (Deniau et al., 2007).
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Des ¢tudes conduites par Rosales et al. (1997) ont également permis de mettre en évidence
que I’augmentation de I’activité des neurones du NST (induite par une injection in situ d’un
agoniste cholinergique) provoque une augmentation de la libération a la fois de glutamate, de
GABA et de dopamine au sein de la SNr: la libération de glutamate par les projections
subthalamo-nigrales viendrait provoquer la libération de dopamine des neurones de la SNc,
agissant a son tour sur les récepteurs D1 des terminaisons striato-nigrales responsables d’une
libération accrue de GABA dans la SNr (Rosales et al., 1997). Des résultats comparables ont
¢été obtenus lors de la stimulation a haute fréquence du NST, montrant une augmentation des
taux de glutamate et de GABA dans la SNr (Windels et al. 2000; Savasta et al., 2002) : le
glutamate provenant d’une libération directe des terminaisons subthalamo-nigrales, et le
GABA pouvant provenir de la stimulation électrique des fibres pallido-nigrales et/ou d’une
activation des collatérales de neurones GABAergiques de la SNr, par le glutamate libéré.
Ainsi, I'étude de la transmission glutamatergique du NST vers la SNr montre
I’importance fonctionnelle de 1’influence du NST sur I’activité de la SNr, et indique qu’une
augmentation de I’activité des neurones du NST peut induire une augmentation de glutamate

et de GABA dans la SNr.

2. Organisation anatomo-fonctionelle des ganglions de la base et maladie de
Parkinson

Initialement décrite en 1817 par James Parkinson, la maladie de Parkinson représente
I’affection neurodégénérative la plus répandue aprés la maladie d’Alzheimer. Elle débute en
moyenne entre cinquante et soixante ans, et en raison du vieillissement démographique actuel,
sa prévalence tend a augmenter. C’est une maladie handicapante consécutive a la
dégénérescence progressive des neurones dopaminergiques de la SNc, qui concerne environ
une personne sur 700 en France. Elle représente la deuxiéme cause de handicap moteur chez
le sujet agé apres les accidents vasculaires cérébraux. La maladie de Parkinson se caractérise
par une triade de symptomes moteurs invalidants qui apparaissent lorsque plus de 60-70% des
neurones dopaminergiques de la SNc ont dégénéré (pour revue voir, Obeso et al., 2000;
Olanow et al., 2004). Ces symptomes sont: la rigidité, 1’akinésie (perte d’initiation du
mouvement) et le tremblement de repos. Il est a noter que les signes moteurs de la maladie de
parkinson varient d’un moment a I’autre, et ce tout au long de la pathologie. La motivation ou

la charge émotionnelle peuvent sensiblement améliorer les déficits moteurs alors que le stress
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a généralement une influence négative sur ces symptomes. De facon surprenante, les signes

cliniques disparaissent au cours du sommeil (Arnulf, 2003).

2.1. Le schéma « classique » des ganglions de la base

Le schéma « classique » anatomo-fonctionnel d’organisation des ganglions de la base
a été propos¢ initialement par Albin et collaborateurs (1989) et repris ensuite par Alexender et
Crutcher (Alexander and Crutcher, 1990), puis par DeLong (1990). Ce schéma fournit une
explication concernant le contréle du mouvement au sein des ganglions de la base, a I’état
normal et dans des situations pathologiques, a 1’origine des troubles moteurs de type hypo ou

hyperkinétique (Fig. 6).

Cortex Cérebral

— Afférences Glutamatergiques
— Afférences GABAergiques
- Afférences Dopaminergiques

Figure 6: Représentation schématique des circuits des ganglions de la base chez le rat. GP :
Globus pallidus, SNc : Substance Noire compacte, NST : Noyau Sous-Thalamique, SNr :
Substance Noire réticulée, EP : Noyau Entopédonculaire

2.1.1 En situation physiologique

Ce schéma dit « classique » repose sur une organisation en double circuit
parallele de la boucle motrice, modulée d’une manicre différentielle par 1’innervation
dopaminergique (Fig. 6, 74). Le striatum, qui constitue la structure d’entrée des ganglions de
la base, recoit des afférences du cortex cérébral. Il est connecté aux structures de « sortie »

qui sont I’EP et la SNr, par I’intermédiaire de 2 voies dites « directe » et « indirecte ». La
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voie directe, globalement inhibitrice, est composée de neurones striataux qui expriment le
GABA co-localisé avec la substance P et/ou la dynorphine, et projettent sur ces structures de
sortie. La voie indirecte est constituée de deux chainons inhibiteurs et d’un chainon
excitateur. Le premier chainon est représenté par les neurones striataux exprimant le GABA
et les enképhalines qui projettent sur le GP. Le second chainon est constitué par les neurones
pallidaux qui projettent sur le NST et utilisent le GABA comme neurotransmetteur. Le
dernier chainon est représenté par les projections glutamatergiques du NST sur les structures
de sortie, I’EP et la SNr, qui ont, elles, une action inhibitrice sur le thalamus. Celui-ci exerce
un effet excitateur sur le cortex cérébral activant les aires motrices. La dopamine libérée au
niveau striatal par les terminaisons nigro-striées agirait de maniére antagoniste selon le type
de récepteur dopaminergique activé. Elle activerait la voie « directe » via les D1 et inhiberait
la voie « indirecte » via les D2 (Gerfen and Engber, 1992).

Schématiquement, 1’activation de la voie « directe » a une action inhibitrice, alors que celle
de la voie « indirecte » exerce un effet activateur sur les structures de sortie, conduisant
respectivement a 1’activation et a 1’inhibition de la boucle motrice récurrente sous-cortico-
thalamo-corticale. Le fonctionnement physiologique du réseau correspond donc a un
équilibre entre 1’activité de la voie « directe » et celle de la voie « indirecte ». Une pause
dans D’activit¢ des structures de sortie permettrait le déclenchement du mouvement

(Chevalier and Deniau, 1990).

2.1.2 En situation pathologique

Toujours sur la base de ce mod¢le dit « classique », le syndrome parkinsonien
serait la résultante des modifications induites en cascade par la suppression de 1’action de la
dopamine sur les neurones striataux, conduisant a une augmentation excessive de I’influence
inhibitrice exercée sur le thalamus par la SNr et ’EP (Fig. 7B), (Obeso et al., 2002). La perte
progressive des neurones dopaminergiques de la SNc induit la disparition progressive de la
voie dopaminergique vers le striatum aboutissant & une diminution massive des contenus en
dopamine au niveau du striatum. Ceci se traduit par une hyperactivit¢ pathologique des
structures de sortie des ganglions de la base, cette hyperactivité étant a 1’origine des troubles
moteurs (Lang and Lozano, 1998). Des études menées in vivo chez le rat ont montré que
’activité électrique des neurones de la SNr était profondément altérée lors de ’interruption
de la transmission dopaminergique : le taux de décharge tonique et régulier devient irrégulier

avec des « bursts » a haute fréquence et des pauses silencieuses (Degos et al., 2005).
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Au niveau cellulaire, la diminution massive des contenus en dopamine dans le
striatum entraine une dérégulation des voies « directe et indirecte », qui relient I’ensemble
des structures des ganglions de la base et se traduit notamment par un dysfonctionnement de
la transmission glutamatergique du NST vers la SNr. Cela entraine une hyperactivité¢ des
neurones sous-thalamiques qui conduit en aval a une hyperactivit¢ pathologique des
neurones de la substance noire réticulée (Ibanez-Sandoval et al., 2006). L’augmentation
d’activité des structures de sortie des ganglions de la base s’explique donc par un effet
double : d’une part, la réduction de I’influence inhibitrice exercée par les neurones de la voie
directe striatale et d’autre part d’une activation de la voie striato-pallidale conduisant a un
hypo-fonctionnement du GP qui, par conséquent, induit une activation anormale des

neurones du NST, par un processus de levée d’inhibition (Fig. 7B).

A Cortex Cérébral B Cortex Cérébral
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Figure 7: Représentation schématique d’aprés DeLong (TINS 1990) de I’organisation
anatomo-fonctionnelle « classique » des ganglions de la base en condition physiologique
(A) et en cas de maladie de Parkinson (B) (dégénérescence de la voie dopaminergique nigro-
striée). EP : noyau entopédonculaire ; SNr : substance noire réticulée ; SNc substance noire
compacte; NST : noyau sous-thalamique ; DA : dopamine ; Enk : enképhaline ; SP :
substance P ; GLU : glutamate (DeLong, 1990).

D’aprés certains auteurs (Bevan et al., 2002), ce modéle « classique » pourrait
expliquer les symptomes de perte de controle du mouvement (akinésie et bradykinésie) par

I'augmentation de 1’inhibition des voies de sorties nigrales et pallidales, secondaire a des
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modifications des taux de décharges de différents noyaux des ganglions de la base. En effet, il
a été montré que de nombreux neurones des structures des ganglions de la base possédent des
propriétés pace-maker intrinseques (Bevan et al., 2002). Ainsi, des oscillations autonomes des
neurones du NST et du GPe soulignent une activité¢ tonique importante dans 1’intégration
synaptique tandis que des rythmes anormaux en bursts, a basse fréquence, sont
caractéristiques de la maladie de Parkinson. Des oscillations dans la gamme de fréquence béta
(de 15 a 25 Hz) ont été enregistrées chez des patients parkinsoniens, or il existe un lien étroit
entre la génération de mouvements volontaires et la désynchronisation de ces oscillations dans
le NST. Dans ce modele, la dopamine jouerait également un rdle important dans la

modulation des activités oscillantes (Hutchison et al., 2004).

2.2. Réactualisation du schéma « classique »

Le modéle « classique », qui date des années 90, doit étre réévalué par un certain
nombre de connaissances acquises récemment et il semble que la situation soit beaucoup plus
complexe. En effet, il a ét¢ mis en évidence que les neurones efférents du striatum a 1’origine
de la voie « directe » et « indirecte », présentent de nombreuses collatérales. Ces projections
peuvent étre considérées comme interconnectées et non plus ségrégées par le type de
neuropeptide qu’elles expriment. Il a été montré que certaines terminaisons striatales dans le
GP ¢étaient immunoréactives pour la substance P (Reiner et al., 1999), suggérant ainsi que les
neurones striataux de la voie « directe » peuvent émettre un certain nombre de collatérales sur
le GP. De fagon symétrique, les terminaisons immuno-positives pour les enképhalines sont
retrouvées dans I’EP et la SNr (Wu et al., 2000), suggérant que les neurones de la voie
« indirecte » forment des collatérales directement sur les structures de sorties de ganglions de
la base.
Par ailleurs, le concept de la ségrégation striatale des récepteurs D1 et D2 a la voie « directe »
et « indirecte », peut étre remis en cause. En effet, des études d’hybrydation in sifu ont montré
qu’il existait une co-localisation de I’expression des transcrits des récepteurs D1 et D2 dans
la plupart des neurones striataux (Surmeier et al., 1996; Aizman et al., 2000; Smith and
Villalba, 2008), méme si le niveau d’expression de chaque type de récepteur était différent
selon les neurones observés, striato-pallidaux ou striato-nigraux (Gerfen and Young, 1988;
Gerfen et al., 1990; Le Moine and Bloch, 1995).

La remise en cause du concept des voies « directe » et « indirecte » est attestée par des

données anatomiques montrant 1’existence de projections directes du GP sur les structures de
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sorties, I’EP et la SNr (Parent and Hazrati, 1995). Ainsi, contrairement au mode¢le classique,
le GP interagit avec les structures de sortie sans relais anatomique représenté par le NST. De
plus, les relations entre GP et NST semblent plus complexes qu’un « simple relais » entre le
striatum et les structures de sortie. Il apparait, en effet, que les neurones du NST, recevant
spécifiquement des afférences du GP, projettent de fagon récurrente sur les neurones
pallidaux, a I’origine d’une boucle de contréle rétroactive de la voie « indirecte » (Robledo
and Feger, 1990 ; Parent and Hazrati, 1995 ;Smith et al., 1998). Enfin, il a également été¢ mis
en évidence des projections directes du cortex sur le NST (Feger et al., 1994; Bevan and
Bolam, 1995; Smith et al., 1998; Orieux et al., 2002, pour revue voir Deniau, 2003). D¢s lors,
le NST peut étre considéré comme une structure d’entrée au méme titre que le striatum (Fig.
8). De plus et pour conclure, il a ét¢ montré que les neurones du GP projetaient sur les noyaux
réticulaires du thalamus, suggérant que le GP pourrait influencer la fonction motrice

indépendamment des structures de sortie (Shammah-Lagnado et al., 1996).

Figure 8:  Représentation
schématique  d’un modele

roreoraaera alternatif ~ pour décrire la
physiopathologie de la maladie

de Parkinson. Le NST trouve
dans ce modele une position
centrale au méme niveau que le
striatum. Les fleches épaisses
indiquent une augmentation de la
transmission, les fleches fines
représentent une diminution, suite
a la dégénérescence des neurones
dopaminergiques de la SNc. La

GABA résultante est une augmentation
‘ de [’action inhibitrice sur les
Thalamus structures de sortie,
sy principalement  le  thalamus
(modifié d’apres Hirsch et al.,

2000).

La réactualisation de ce mode¢le « classique » souléve la question de I’hypoactivité du
GP et de I’origine de I’hyperactivité du NST apres dénervation dopaminergique. L activation
anormale du NST aprés déplétion dopaminergique serait, selon le modele « classique »,
attribuable a une baisse d’activité du GP, réduisant ainsi le contrdle inhibiteur du GP sur le
NST. Or, de nos jours, plusieurs études neuroanatomiques et neurochimiques fonctionnelles

remettent en cause I’hypoactivité du GP. En effet, bien que des études décrivent une réduction
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de décharge des neurones du GP aussi bien chez le modele de singe MPTP (1-méthyl 4-
phényl 1,2,3,6-tétrahydro pyridine, une neurotoxine induisant les symptomes parkisoniens)
que chez le modele de rat parkinsonien (rat 6-OHDA, injection de 6-hydroxydopamine dans
la SNc, afin de Iéser totalement les neurones dopaminergiques) (Pan and Walters, 1988;
Filion and Tremblay, 1991), d’autres études réalisées chez le singe et I’homme ne montrent
aucune variation d’activit¢ GABAergique ou métabolique des neurones du GP (Levy et al.,
1997; Vila et al., 1997). Des études similaires suggerent méme une hyperactivité du GP chez
le singe MPTP et le rat 6-OHDA (Kincaid et al., 1992; Soghomonian and Chesselet, 1992;
Herrero et al., 1996). De méme, des études électrophysiologiques montrent que la 1ésion du
GP n’induit qu’une faible augmentation de 20% de ’activité de décharge des neurones du
NST en comparaison avec I’augmentation induite par la 1ésion dopaminergique (Hassani et
al., 1996). Les études de microdialyse intranigrale conduites au laboratoire ont par ailleurs
confirmé ces données en montrant qu’une lésion du GP n’induisait pas de libération accrue de
glutamate a partir des terminaisons subthalamo-nigrales (Windels et al., 2005).

L’ensemble de ces données suggere donc que I’activation du NST en situation
parkinsonnienne n’est pas exclusivement due a une hypoactivit¢ du GP. Compte tenu de la
réciprocité d’innervation entre le NST et le GP (Parent et Hazrati, 1995 ; Smith et al., 1998,
Plenz et al., 1998; Plenz and Kital, 1999), I’absence de modification d’activit¢ du GP peut
étre expliquée fonctionnellement par une double influence antagoniste, de 1’afférence striatale
inhibitrice, d’une part, et de I’afférence subthalamique excitatrice, d’autre part (Windels et al.,
2005).

De nombreuses évidences expérimentales montrent une modification du patron de décharge
des neurones du NST aprés dénervation dopaminergique (Hollerman and Grace, 1992;
Hassani et al., 1996; Kreiss et al., 1997; Ni et al., 2000). De facon intéressante, des études de
tracage rétrograde couplées a I’hybridation in sifu mesurant les niveaux d’expression des
ARNm de la sous-unit¢ I de la cytochrome oxydase (Col) montrent que la Iésion
dopaminergique induit une augmentation d’activit¢ du NPP et des noyaux CM/PF du
thalamus projetant sur le NST (Orieux et al., 2000). Au contraire, une baisse d’activité des
neurones cortico-subthalamiques est observée par ces mémes auteurs aprés Iésion
dopaminergique (Orieux, 2002). Ces modifications pourraient des lors jouer un role important
dans la genese du patron d’activité neuronale du NST dans la situation parkinsonienne. De
méme, la dégénérescence des neurones de la SNc et des projections dopaminergiques nigro-
subthalamique participeraient également a I’activation du NST (Kreiss et al., 1997; Hassani

and Feger, 1999).
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Sur la base de cet ensemble de données anatomiques et fonctionnelles récentes, les
ganglions de la base ne peuvent plus étre considérés comme un systéme composé d’une
chaine de structures relais, mais au contraire, ils représentent un réseau complexe de
structures intégratives. L une des évolutions majeures du modéle « classique » a été de placer
le NST au méme niveau fonctionnel que le striatum. Jusque 1a considéré comme un simple
relais, le NST devient une « structure d’entrée » capable d’intégrer directement les
informations corticales (Bevan et Bolam, 1995; Mink 1996; Smith et al., 1998; Maurice et al.,
1999; 2003; Nambu et al., 2000). Dé¢s lors, les ganglions de la base peuvent étre considérés
comme un circuit a double entrée : une entrée « inhibitrice », le striatum, et une entrée
« excitatrice », le NST (Levy et al., 1997, Obeso et al., 2000, Hirsch et al., 2000), premiers
maillons d’un ensemble de boucles cortico-baso-corticales dont 1’activité est régulée par des

« circuits internes » de modulation (Fig. 8).

3. Traitements de la maladie de Parkinson

3.1. Traitements pharmacologiques

C’est dans les années 1960 que le traitement pharmacologique de la maladie de
Parkinson a connu une avancée majeure grace a I’introduction de la levo-dopa (L-DOPA), un
précurseur de la dopamine (Cotzias et al., 1969). La L-DOPA permet de compenser le déficit
en dopamine et améliore grandement la qualité¢ de vie des patients. Cependant, si 1I’apport de
L-DOPA est trés bénéfique sur le plan symptomatique, ce traitement n’arréte pas la
progression de la maladie et sa prise au long cours entraine une perte d’efficacité notoire,
provoquant des fluctuations motrices « on- off » trés invalidantes, ainsi que des mouvements
anormaux involontaires, les dyskinésies (Ahlskog and Muenter, 2001; Lang and Lozano,
1998). Les complications motrices qui apparaissent suite a la prise au long cours du traitement
L-DOPA seraient principalement dues a la stimulation non physiologique des récepteurs
dopaminergiques.

A partir de 1970, I'utilisation d’agonistes dopaminergiques en synergie avec la L-
DOPA, a permis de moduler et de réduire les fluctuations motrices liées a ce traitement
(Goetz et al., 1985). Les agonistes dopaminergiques les plus utilisés a ce jour sont des
agonistes spécifiques des récepteurs D2, ce sont ceux présentant le moins d’effets indésirables

(apomorphine, pramipexole et ropinirole).
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Par ailleurs, d’autres traitements non dopaminergiques, visant a intervenir sur les
systémes de neurotransmission non dopaminergiques touchés par la maladie de Parkinson
(cholinergique, adrénergique, sérotoninergique, glutamatergiques) se sont ¢galement
développés. Les antagonistes glutamatergiques ont été proposés dans le traitement de la
maladie de Parkinson sur la base de données obtenues a partir d’études sur 1’hyperactivité du
NST dans la maladie de Parkinson et I’apparition des symptomes parkinsoniens. Cela a
permis de suggérer que la réduction de la transmission glutamatergique, particulierement celle
médi¢e par les récepteurs NMDA, pourrait étre bénéfique sur la symptomatologie de la
maladie de Parkinson et ralentir le processus dégénératif (Greenamyre et al., 1994).
Cependant, compte-tenu des effets secondaires induits par la prise chronique de ces molécules
(confusion mentale, hallucinations), les antagonistes glutamatergiques, qui sont actuellement
peu utilisés chez I’homme, sont généralement prescrits en association avec un traitement L-
DOPA.

Ainsi, la L-DOPA reste a ce jour, le traitement pharmacologique le plus utilisé chez les

patients parkinsoniens.

3.2. Les traitements chirurgicaux

3.2.1 Les thérapies lésionnelles
Le traitement neurochirurgical de la maladie de Parkinson a débuté de facon
empirique avant I'ére de la L-DOPA, essentiellement a partir des années 50, avec la
pallidotomie ou la thalamotomie (Hassler and Riechert, 1954; Cooper and Poloukhine, 1956).
De nombreuses études ont depuis montré 1’efficacit¢ de la pallidotomie dans
I’amélioration des tremblements, de la bradykinésie, de la rigidité et dans la suppression des
dyskinésies induites par la L-DOPA (Laitinen et al., 1992; Baron et al., 1996; Lang et al.,
1997). Les améliorations produites restent stables au long terme malgré 1’évolution de la
maladie (Hariz and Bergenheim, 2001). Enfin, une revue récente a révélé que des effets
secondaires (paralysie faciale, dégradation de la parole, perte de champ visuel, confusion)
apparaissaient dans 30% des cas suite a une pallidotomie unilatérale et que 14% d’entre eux
restent permanents. Ces pourcentages sont augmentés pour des pallidotomies bilatérales avec
notamment des effets marqués sur la parole et des désordres cognitifs (De Bie et al., 2002).
Les Iésions du thalamus et plus particuliérement du thalamus ventro-médian ont également
montré une efficacité particuliere dans le traitement des tremblements essentiels et

parkinsoniens (Schuurman et al., 2000). Leurs effets sur la rigidité et la bradykinésie sont en
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général modérés ce qui diminue leur intérét dans la maladie de Parkinson. Cependant, des
Iésions de parties plus antérieures du thalamus (noyau ventro-antérieur) peuvent améliorer le
tremblement et la rigidité de facon concomitante. Comme pour la pallidotomie, les effets
déléteres de la thalamotomie sont plus importants pour les interventions bilatérales
qu’unilatérales et se manifestent essentiellement par des hypophonies, des dysarthries, des

dysphagies et des déficits cognitifs (Matsumoto et al., 1984).

La description de patients parkinsoniens ayant présenté des améliorations motrices
suite @ une lésion accidentelle du NST, a servi de base au développement de la
subthalamotomie dans les années 1960 (Andy et al., 1963). Par la suite, la pratique de Iésions
chirurgicales du NST chez des singes MPTP a montré une amélioration importante des
symptomes moteurs de ces animaux (Bergman et al.,, 1990). Les études menées chez les
malades parkinsoniens montrent que la subthalamotomie améliore la symptomatologie
parkinsonienne (Gill and Heywood, 1997), principalement du co6té controlatéral a
I’intervention avec un effet important sur le tremblement et une diminution de 50% du
traitement médical (Patel et al., 2003). Cependant, la subthalamotomie reste encore peu
pratiquée car elle peut induire I’apparition d’hémiballismes permanents (Guridi and Obeso,

2001).

3.2.2. La stimulation cérébrale profonde
C’est dans les années 90 que le renouveau du traitement neurochirurgical de la
maladie de Parkinson voit le jour sous la forme de la stimulation haute fréquence (SHF) de
structures des ganglions de la base (Walter and Vitek, 2004). Plusieurs facteurs sont a
I’origine de ce retour. Tout d’abord, les limites du traitement dopaminergique au long cours,
en particulier le défi thérapeutique que représentent les fluctuations motrices "ON-OFF" et les
dyskinésies. Ensuite, la démonstration que la pallidotomie sélective entraine une amélioration
nette des signes parkinsoniens, ceci avec un risque opératoire et des complications post-
opératoires devenues faibles (Laitinen et al., 1992). Et enfin, les progres réalisés dans les
techniques de chirurgie stéréotaxique, notamment griace a l'utilisation de micro-électrodes
d'enregistrement et aux nouvelles méthodes d’imagerie médicale, particulierement I’imagerie
par résonnance magnétique (IRM).
La premicere cible de la SHF a été le noyau ventro-médian intermédiaire du thalamus.

La stimulation chronique du thalamus avait déja été utilisée pour traiter certaines douleurs
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chroniques avant d'étre proposée dans le traitement de la maladie de Parkinson (Ray and
Burton, 1980). Une stimulation chronique unilatérale a haute fréquence (130 Hz) du noyau
ventro-médian du thalamus fut ensuite réalisée chez des patients parkinsoniens atteints de
tremblements sévéres et ayant déja subi une thalamotomie (Benabid et al., 1987). Depuis, la
stimulation thalamique a prouvé son efficacit¢ dans le traitement des tremblements
parkinsoniens et essentiels alors que ses effets sur la bradykinésie et la rigidité sont moindres
(Caparros-Lefebvre et al., 1993; Koller et al., 1997). Aujourd’hui, la stimulation thalamique a
supplanté la thalamotomie car elle présente 1’avantage d’étre plus facile a pratiquer de fagon
bilatérale (Fig. 94), tout en induisant moins d’effets secondaires (Blond and Siegfried, 1991;
Nguyen and Degos, 1993; Benabid et al., 1996; Schuurman et al., 2000).

Cependant, la stimulation thalamique n’agit que sur le tremblement parkinsonien et
n'empéche pas l'apparition secondaire ou l'aggravation, chez les patients suivis au long cours,
des autres signes de la maladie, ni la survenue de dyskinésies et de fluctuations motrices. Les
limites de la stimulation thalamique ont donc conduit a rechercher d'autres cibles
chirurgicales.

Plusieurs groupes ont ainsi développé la stimulation pallidale en alternative a la
pallidotomie (Siegfried and Lippitz, 1994; Gross et al., 1997; Volkmann et al., 1998). La
stimulation du pallidum apparait efficace sur D’ensemble des symptomes moteurs
parkinsoniens, les dyskinésies et les dystonies (Siegfried et Lippitz, 1994 ; Volkmann et al.,
1998 ; Burchiel et al., 1999). Cependant, ces effets ne sont pas stables au long cours
(Volkmann et al., 2004), ce qui entraine parfois le remplacement de la stimulation pallidale
par celle du NST (Houeto et al., 2000; Vitek, 2002).

L'essor de la stimulation du noyau sous-thalamique est venu des limites ou des difficultés
rencontrées avec la stimulation thalamique ou pallidale. Le choix de cette nouvelle cible
s'appuie sur des données récentes relatives au fonctionnement des ganglions de la base (Fig.
9B). En effet, une amélioration des symptomes parkinsoniens a été¢ observée chez des singes
traités au MPTP apres 1ésion ou stimulation du NST (Bergman et al., 1990; Aziz et al., 1991;
Benazzouz et al., 1993) La premicre investigation clinique de la stimulation du NST s’est

faite a Grenoble, il y a plus de 15 ans (Pollak et al., 1993).
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Figure 9 : Implantation bilatérale d’électrodes de stimulation dans le noyau sous-
thalamique, chez I’lhomme. 4) Représentation du systeme d’implantation d’électrodes reliées
au stimulateur (modele Activa, Medtronic). B) Représentation des ganglions de la base et de
l’implantation de l’électrode de stimulation dans le noyau sous-thalamique chez [’homme.

Depuis, la SHF du NST est devenue une approche thérapeutique de choix pour le
traitement des symptomes moteurs de la maladie de Parkinson. Ces effets sont similaires a
ceux induits par un traitement L-DOPA et persistent au long cours (Vingerhoets et al., 2002).
Ainsi, une amélioration de I’akinésie, de la rigidité, de la marche et des périodes de dystonie
et de tremblement est observée sous stimulation du NST (Limousin et al., 1995a; Limousin et
al., 1995b; Pollak et al., 1996; Thobois et al., 2002; Krack et al., 2003). L’apparition de
mouvements involontaires a été reportée dans quelques cas, mais ces effets secondaires
peuvent facilement étre supprimés en modifiant les parameétres de stimulation (Limousin et
al., 1996). Enfin, la stimulation du NST permet de réduire de facon considérable voire de
supprimer les doses quotidiennes de médicaments dopaminergiques (L-DOPA et agonistes
dopaminergiques) prescrits aux patients, ce qui conduit a une amélioration des dyskinésies

induites par la L-DOPA (Krack et al., 1997).

Les effets distincts produits par la stimulation haute fréquence du thalamus, du
pallidum et du noyau sous-thalamique sur les différents symptomes de la maladie de
Parkinson montre que la thérapie neurochirurgicale doit étre ajustée au profil symptomatique

de chaque patient (Tab.1).
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Thalamus Pallidum Novau sous-thalamique
lésion SHF lésion SHF lésion SHF
Bradykinésie - - + +
Tremblement + + + + + +
Rigidité + + + + + +
Dyskinésies +/ +/ + + + +
penss

Tableau 1 : Récapitulatif des principaux effets de la Iésion ou de la stimulation haute
fréquance du thalamus, du globus pallidus et du noyau sous-thalamique sur les principaux
symptomes moteurs de la maladie de Parkinson (D aprés Thobois et al., 2005).

L’application de ce traitement thérapeutique de la SHF s’étend actuellement a d’autres
maladies neurologiques, telles que les dystonies (Ostrem and Starr, 2008), certains cas
d’épilepsies (Chabardes et al., 2008), la maladie de Gilles de Tourette (Welter et al., 2008) ou

les troubles obsessionnels compulsifs (Baker et al., 2007).

4. Noyau sous-thalamique et troubles du mouvement

4.1. Noyau sous-thalamique, hémiballisme et dyskinésies

La mise en évidence de I’implication du NST dans les pathologies liées au mouvement
s’est faite grace a des observations cliniques qui montraient que certains patients présentaient
des mouvements hémiballiques aprés avoir subi un accident vasculaire cérébral affectant le
NST (Whittier, 1947; Lee and Marsden, 1994). Ces mouvements anormaux ont pu étre
reproduits chez le primate non humain en lésant le NST par injection d’acide kainique ou par
¢lectrocoagulation (Whittier and Mettler, 1949; Hammond et al., 1979) permettant ainsi de
corréler clairement la lésion du NST a la génération de mouvements anormaux de type
hémiballique. Paradoxalement, 1’injection locale d’antagonistes GABAergiques au niveau du
NST était capable de reproduire 1’apparition de ces mémes mouvements hémiballiques chez le

singe (Crossman et al., 1980; Crossman, 1987) et chez le rat (Perier et al., 2002).
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4.2. Noyau sous-thalamique et maladie de Parkinson

Durant ces vingt derniéres années, les études expérimentales conduites sur des
modeles animaux de la maladie de Parkinson (rat 6-OHDA ou singe MPTP) ont permis de
mieux comprendre les conséquences induites par la dégénérescence de la voie
dopaminergique nigro-striée. Plusieurs de ces études ont démontré que le NST était impliqué
dans la physiopathologie de la maladie de Parkinson. Ainsi, I’étude menée par Bergman et
collaborateurs a montré qu'une Iésion neurotoxique de cette structure supprimait les
symptdmes moteurs parkinsoniens induits par l'injection de MPTP chez le singe (Bergman et
al., 1990). Par la suite, de nombreux travaux menés chez le rat 6-OHDA, le singe MPTP et
chez ’homme ont montré que le NST était le siege de multiples altérations propres a 1’état
parkinsonien. Ces altérations se caractérisent d’un point de vue électrophysiologique par une
augmentation de la synchronisation et de la fréquence de décharge des neurones du NST et la
mise en place d’une activité en « bouffées » (Bergman et al., 1994). D’un point de vue
métabolique, on observe une surexpression des ARNm codant pour la sous-unité I de la
cytochrome oxydase (Hirsch et al., 2000) attestant d’une hyperactivit¢ métabolique. De plus,
des ¢études, menées chez le rat 6-OHDA, ont montré qu'une Iésion du NST abolissait les
comportements rotatoires induits par I'apomorphine (Burbaud et al., 1995; Blandini et al.,
1997), normalisait la fréquence et le profil de décharge des neurones de la SNr (Murer et al.,
1997) et prévenait, au niveau du striatum, de I'EP et du GP, les modifications d'expression de
la GAD 67 induites par la 1ésion de la SNc (Delfs et al., 1995).

Ainsi, sur la base de ces observations, 1'hyperactivité du NST s’est révélée comme un
¢lément clé dans I'apparition des symptomes moteurs observés dans la maladie de Parkinson.
L'inhibition de cette hyperactivité sous thalamique, ou du moins ses conséquences, ont fait
l'objet d'un enjeu thérapeutique majeur dans le traitement de la maladie de Parkinson,
notamment par le développement d'approches neurochirurgicales que nous avons déja

évoquées plus haut (cf Contexte Scientifique § 1.3.2).

4.3. Noyau sous-thalamique et stimulation électrique a haute fréquence: un traitement
de la maladie de Parkinson

La SHF du NST représente a ce jour le traitement chirurgical le plus efficace des
différents types de perturbations motrices du malade parkinsonien (Benabid et al., 1991 ;
Krack et al. 1997) et des dyskinésies tardives induites par la L-DOPA (Limousin et al., 1995;
Krack et al., 1997). Toutefois, les mécanismes par lesquels la SHF du NST contribue a la
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restauration fonctionnelle des processus moteurs impliquant les ganglions de la base sont
encore mal connus et suscitent de nombreuses discussions dans la littérature internationale
(Benabid et al., 1994; Lozano et al., 2002).

La similitude des effets produits par la 1ésion et la stimulation du NST a initialement
mené a penser que la SHF induisait une inhibition des neurones du NST via un phénomene de
blocage de dépolarisation (Benazzouz et al., 1995; Beurrier et al., 2001; Magarinos-Ascone et
al., 2002). Ainsi, les premieres hypotheéses, appuyées par des enregistrements
¢lectrophysiologiques obtenus in vivo et in vitro, confirment la diminution de I’hyperactivité
du NST par un processus d’inhibition (Beurrier et al., 2001; Magarinos-Ascone et al., 2002;
Tai et al., 2003). Cette hypothése a ¢été renforcée par des ¢études métaboliques et
¢électrophysiologiques qui ont montré une diminution de I’expression des ARNm du Col dans
le NST (Bacci et al., 2004; Tai et al., 2003). Une baisse de 1’activité de la SNr et de I’EP chez
le rat aprés SHF a également été mise en évidence (Benazzouz et al., 1995).

D’autres ¢études électrophysiologiques menées sur des tranches de cerveau de rat
montrent que la SHF (100-140 Hz) du NST induit une excitation des neurones du NST (Lee et
al., 2003) mais montrent également que la SHF entraine les neurones sur un mode d’activité
en bouffées récurrentes (Garcia et al., 2003), a I’origine d’une « normalisation » fonctionnelle
de P’activité des neurones de la SNr. Par ailleurs, des études ont montré que les neurones du
NST pouvaient étre activés par dépolarisation a des fréquences bien supérieures a celle
utilisée en clinique humaine (Bevan and Wilson, 1999). L’ensemble de ces études a
finalement abouti a la mise en place d’un consensus pour un mécanisme double, excitateur et
inhibiteur, au niveau du NST (Mclntyre et al., 2004b). Ainsi la SHF imposerait son rythme
aux neurones du NST et par conséquence a I’ensemble du réseau des ganglions de la base.
Des données neurochimiques obtenues in vivo ont révélé de facon premicre la complexité des
mécanismes de la SHF, montrant que la stimulation du NST induit une augmentation des taux
de glutamate dans le GPe et la SNr de rats sains (Windels et al., 2000, 2003, 2005; Boulet et
al., 2006) et des données électrophysiologiques obtenues chez le singe ont montré que la SHF
du NST induit une augmentation de 1’activité des neurones du GPi, structure de projection du
NST (Hashimoto et al., 2003). D’autres études in vivo suggérent que la SHF pourrait
également recruter et activer des fibres GABAergiques pallido-nigrales passant a proximité
du NST (Dostrovsky and Lozano, 2002; Vitek, 2002). D’autre part, on note une forte
augmentation des taux extracellulaires de GABA dans la SNr, consécutive a la stimulation du
NST (Fig. 104), (Windels et al., 2000) qui serait responsable de I’inhibition des neurones de

la SNr (Maurice et al., 2003). Ces effets seraient davantage associés a la mise en jeu des fibres
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GABAergiques pallidales ou intranigrales (Kita et al., 2005; Windels et al., 2005) plutot
qu’aux changements d’activités des neurones du NST. Chez des modeles de rats 6-OHDA, les
données neurochimiques mettent en évidence une augmentation de GABA dans la SNr sans
modification des taux de glutamate ni dans la SNr, ni dans le GP (Fig. 10B). La résultante de
la stimulation électrique du NST est donc différente chez les animaux sains et les animaux

1ésés.

A. Control rats B. 6-OHDA Lesioned rats
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Figure 10 : Variations extracellulaires des taux de glutamate et de GABA collectés dans le
GP et la SNr, de maniére ipsilatérale a la SHF A4, chez des rats sains (n =12) et B, chez des
rats ayant subi des lésions totales de la SNc (n = 6) (Savasta et al. 2002).

Au final, la question de I’effet inhibiteur ou excitateur de la SHF du NST ne semble
pas posséder une réponse simple. Au niveau du NST, un consensus s’accorde a dire que la
SHF supprimerait I’activité spontanée et pathologique de celui-ci pour la remplacer par un
patron d’activité plus régulier calqué sur la stimulation elle-méme (Garcia et al., 2003, 2005).
Cependant, la SHF n’affecte pas de la méme fagon le soma et les axones, de méme que les
fibres passant a travers ou a proximité de la structure stimulée (Mclntyre et al., 2004 a, b). De
plus, des études comportementales, électrophysiologiques et neurochimiques montrent que les
effets de la SHF sont largement dépendants des paramétres de stimulation utilisés. A basse
fréquence (10-50 Hz), la stimulation du NST n’améliore pas, voire aggrave, les symptomes
moteurs parkinsoniens (Rizzone et al., 2001; Moro et al., 2002) et ne permet pas de
normaliser ’activité pathologique du NST, quelle que soit la valeur des autres parametres de

stimulation (Garcia et al., 2005). Cette absence d’effet s’accompagne d’une absence de
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modifications des taux de Glu et de GABA dans la SNr et le GP chez le rat (Windels et al.,
2003).

5. Conséquences de la stimulation électrique du noyau sous-thalamique sur [’activité
de la substance noire réticulée

En lien direct avec le NST, la substance noire réticulée représente, avec ’EP, la
structure principale de sortie du réseau des ganglions de la base. Des ¢études
comportementales, électrophysiologiques et neurochimiques montrent que les effets de la
SHF sur les activités cellulaires de la SNr sont largement dépendants des paramétres de
stimulation utilisés. Ainsi, Maurice et collaborateurs (2003) ont montré que I’activité des
neurones de la SNr de rats sains anesthésiés dépend de I’intensité de stimulation (Fig. 114).
Pour de fortes intensités (>80 pA), les neurones sont activés, alors qu’ils sont inhibés pour de
faibles intensités (20-80 pA) (Maurice et al., 2003). Pour des raisons liées aux lois de
'¢lectricité, le champ éléctrique créé au niveau de la pointe de 1’¢électrode est corrélé a la
densité du courant appliqué (Mclntyre et al., 2004a). La diffusion de ce courant dépend lui, de
la densité des tissus au niveau de la localisation de 1’¢lectrode. La non-uniformité du champ a
la surface du pole de stimulation peut expliquer la co-existance de phénomenes d’excitation et
d’inhibition au sein de la méme structure (Gimsa et al., 2006). Il semblerait que la SHF active
préférentiellement les fibres plutdt que les corps cellulaires au sein du NST (Mclntyre et al.,
2004b). En fonction de I’intensité de stimulation, il semble compréhensible que ce
recrutement de fibres soit plus ou moins important a l'intérieur et autour du NST. Ceci
expliquerait I’effet a la fois excitateur et inhibiteur sur les neurones de la SNr, par recrutement
des fibres glutamatergiques subthalamo-nigrales et GABAergiques pallido-nigrales (Kita et
al., 2005), mais également intranigrales (Maurice et al., 2003). Les augmentations mixtes des
taux de glutamate et de GABA mesurées chez les rats sains au niveau de la SNr vont

¢galement dans ce sens (Windels et al., 2000).

Ainsi, pour des parametres classiquement utilisés en clinique humaine (130-185 Hz,
60-100 ps, 1-3 mA), il est aujourd’hui admis que la résultante des mécanismes de la SHF du
NST correspond a une inhibition des voies de sortie des ganglions de la base (GPi/EP et SNr)
dans laquelle I’activation de la transmission GABAergique semble jouer un réle primordial.
Certaines ¢études réalisées chez I’homme montrent une diminution de 1’activité des neurones
de la SNr, avec des parametres de stimulation de 140 Hz, 60 ps, 2 mA (Maltete et al., 2007).

Les résultats d’un nombre croissant d’études vont dans ce sens. En effet, des données
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¢lectrophysiologiques obtenues chez le rat anesthési¢é ont montré que 1’application
iontophorétique de bicuculline, un antagoniste des récepteurs GABA4, au sein de la SNr
permettait d’abolir I’inhibition d’activité initialement induite au sein de cette structure par la
SHF du NST (Maurice et al., 2003). D’autre part, des études de microdialyse réalisées chez le
rat 6-OHDA ont permis d’observer quune SHF du NST d’une heure induisait une
augmentation des taux de GABA au sein de la SNr (Windels et al., 2005). La voie
GABAergique pallido-nigrale semble directement impliquée dans 1’inhibition de ’activité des
voies de sortie induite par la SHF du NST. En effet, la Iésion du GPe permet de prévenir
I’augmentation des taux de GABA observée dans la SNr de rats anesthésiés durant la
stimulation du NST (Windels et al., 2005). De méme, le blocage de 1’activité du GPe par une
application locale de gabazine, un antagoniste des récepteurs GABA,, permet de bloquer
I’inhibition des neurones du GPi induite par la SHF du NST chez le singe (Kita et al., 2005).

Cependant, des études réalisées chez des patients parkinsoniens stimulés (130 Hz, 60
us, 4-6 mA), mettent en évidence que la SHF du NST peut entrainer une augmentation du
taux de décharge des neurones de la SNr, mais également une modification du patron de
décharge de ces neurones nigraux, suggérant une activation des fibres glutamatergiques des
neurones sous-thalamiques chez I'homme (Galati et al., 2006). Il semblerait que ces variations
puissent étre dues a des parametres et des volumes (intensité et surface) de stimulation
différents (Maltete et al. 2007). Malgré tout, des données électrophysiologiques récentes
réalisées in vitro chez le rat, montrent également que la stimulation électrique du NST induit
une activation des neurones de la SNr. En effet, des courants post-synaptiques excitateurs
(EPSCs) ont été enregistrés, par la technique du patch-clamp, au niveau des neurones de la
SNr, aprés une stimulation unique de 100us, a 20-150 pA, des neurones du NST (Fig. 11B).
Ces EPSCs sont formés de deux phases: une phase précoce monosynaptique due a une
activation de récepteurs AMPA (représentée par la fleche Fig. 11B) et une phase tardive
polysynaptique impliquant I'activation de collatérales du NST et 1’activation de récepteurs
NMDA. Ces EPSCs sont donc complexes et sont, de plus, sous le controle d’une inhibition
GABAergique tonique (Shen et coll., 2006).

Enfin des travaux réalisés in vivo chez le rat ont mis en évidence que 1’activité
¢lectrique des neurones de la SNr était profondément altérée lors de I’interruption de la
transmission dopaminergique, avec passage d’une activité tonique et régulicre vers une
activité irréguliére, et que dans ces conditions, la SHF du NST entraine soit une augmentation
soit une diminution des activités spontanées des neurones de la SNr. L’ensemble de ces

modifications conduit a une régulation du patron de décharge de la SNr (Degos et al., 2005).
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Figure 11: [Effets de Ila
stimulation électrique du
noyau sous-thalamique sur
P’activité des neurones de la
SNr. A) L’activit¢ des
neurones de la SNr varie en
fonction de [Dintensit¢ de
stimulation du NST. Ils sont
inhibés pour des intensités <
80 MA et activés pour des
intensités > 80 uA (Maurice et
al., 2003). B) La stimulation
du NST induit des courants
post-synaptiques  excitateurs
au niveau des neurones de la
SNr (Shen and Johnson,
2006).

Ainsi, les conséquences de la SHF du NST ne sont pas attribuables a la simple

suppression de I’influence exercée par le noyau sous-thalamique sur les structures cibles.

Au niveau de la SNr, les données suggerent la mise en ceuvre conjointe d’une excitation

des neurones glutamatergiques du NST et une implication des fibres de passages

GABAergiques provenant du GPe et passant au voisinage de la zone sous-thalamique

stimulée.

De facon intéressante, les récentes recherches réalisées sur les mécanismes de la SHF

du NST portent un intérét particulier a la synchronisation des activités €lectriques au sein des

ganglions de la base. En effet, il a ét¢ montré que des activités pathologiques synchrones de

fréquence 3-7 Hz se développaient dans le GPi et le NST de singe trait¢é au MPTP ainsi que

chez des patients parkinsoniens présentant des tremblements de repos. Une activité

oscillatoire de haute fréquence (15-25 Hz), dans la gamme de fréquence béta, a également été

observée dans le NST et le GP de ces mémes malades (Hutchison et al., 2004). Bien que

I’existence de relations directes entre ces activités et la maladie de Parkinson ne soit pas

encore démontrée, la capacit¢ de la SHF a induire une désynchronisation de I’activité des

neurones présents au sein du NST et d’autres structures des ganglions de la base pourrait

expliquer en partie son efficacité thérapeutique (Meissner et al., 2005; Foffani et al., 2000).

35



Contexte scientifique

Sur la base des obervations de changement d’activité neuronales de la SNr lors de la
stimulation électrique du NST, et dans le cadre de mon projet de these, nous nous sommes
intéressés a l'implication possible des cellules gliales dans ces modifications d’activités au
sein de la SNr. Ainsi, dans l'optique de cette étude, je présenterai dans la suite de cette
introduction, une description détaillée des différents types de cellules gliales présentes au
sein du systeme nerveux central, ainsi que les différents modes de communication entre

neurones et cellules gliales.

II. Communication neurone-glie

Les cellules gliales ont longtemps été¢ considérées comme des cellules passives du
systtme nerveux central (SNC), cantonnées au réle de cellules nourriciéres des cellules
neuronales. Le début des années 90 a vu cette notion changer suite a I’observation de vagues
calciques astrocytaires en réponse au glutamate (Cornell-Bell et al., 1990). Il est maintenant
admis que les astrocytes répondent a une grande variété de neurotransmetteurs et leur liste est

aussi longue que celle des molécules activant les récepteurs neuronaux.

1. Les cellules gliales : populations et caractéristiques

Une des différences fondamentales entre cellules gliales et neuronales est leur
excitabilité électrique : les neurones sont électriquement excitables contrairement aux cellules
gliales qui sont incapables de générer un potentiel d’action. Bien qu’elles possédent une
majorité de canaux membranaires identiques aux canaux présents sur les cellules neuronales,
le niveau d’expression de certains canaux est trop faible pour garantir une activité électrique
en réponse a différents stimuli (Perea and Araque, 2005). Leur silence électrique est
essentiellement di & une faible proportion de canaux sodiques dépendants du voltage et une
forte proportion de canaux potassiques qui empéchent la génération de potentiel d’action
(Butt and Kalsi, 2006). Ces canaux potassiques, majoritairement de type rectifiant entrant
(« inward rectifier»), maintiennent un potentiel de repos proche du potentiel d’équilibre du
potassium, c'est-a-dire entre -80 et -90 mV, et jouent un role important dans la régulation de la
concentration de potassium extracellulaire (Butt and Kalsi 2006). Les cellules gliales sont
nombreuses, elles représentent environ 90% des cellules du cerveau humain, et sont diverses.

Dans le SNC, il y a trois grands types de cellules gliales: les astrocytes et les
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oligodendrocytes, issus du tissu neural, et la microglie issue des macrophages (tissu
mesodermal). A ces trois principaux types s'ajoute une population de cellules plus récemment

découvertes, les cellules NG2 (Nishiyama et al., 2002).

1.1. Les astrocytes

Les astrocytes sont les cellules gliales les plus nombreuses et il en existe divers types
(Fig. 12) dont les astrocytes protoplasmiques, les astrocytes fibreux, les cellules de Miiller

(cellules gliales radiaires), les cellules de Bergmann...

Figure 12: Morphologie  des
différents types d’astrocytes.

la: tanycyte de la pia (cellule
intermédiaire  entre l'astrocyte et
l'épendymocyte), 1b: tanycyte
vasculaire, II: astrocyte radial, III:
astrocyte marginal, IV: astrocyte
protoplasmique, V: astrocyte velate,
VI: astrocyte fibreux, VII: astrocyte
perivasculaire, VIII: astrocyte
intralaminaire, IX: astrocyte immature,
X: ependymocyte, XI: cellule du plexus
choroide (pour revue, voir Verkhratsky
A and Butt A, 2007).

L’apparence morphologique typique des astrocytes est due a I’expression de filaments
intermédiaires qui forment le cytosquelette. Les principales protéines formant ces filaments
sont la « Glial Fibrillary Acidic Protein » (GFAP) et la vimentine. Ces cellules expriment
également une protéine dimérique, S100, dont la sous-unité B est sélectivement synthétisée
par les astrocytes. C’est une protéine intracytosolique qui fixe le calcium et participe
activement a la régulation de 1’organisation structurale de la cellule en interagissant avec
différentes protéines du cytosquelette, et notamment la GFAP. Lorsqu’elle est sécrétée dans le
milieu extracellulaire par les astrocytes, elle favorise la croissance neuritique et la
prolifération astrocytaire (Chatfield et al., 2002). La GFAP et la protéine S1008 sont deux
marqueurs spécifiques des astrocytes, cependant si toutes les cellules astrocytaires expriment
S100B, seuls les astrocytes activés expriment la GFAP (Nishiyama et al., 2005). Ce concept

est cependant remis en cause (Wang and Bordey, 2008). En effet, certains auteurs ont montré
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que la protéine S100B est exprimée uniquement par un sous-type d’astrocytes matures et par
les cellules exprimant NG2. D’autre part, la protéine GFAP serait également exprimée par des
cellules ne faisant pas partie de la famille propre des astrocytes (ex: les cellules
épendymales).

Morphologiquement, le terme d’astrocyte est un terme large qui englobe de nombreux types
astrogliaux. Ainsi, dans le groupe le plus large comprenant les « astrocytes vraisy, les cellules
ont une morphologie classique en étoile. Le second groupe est formé par les cellules gliales
radiaires qui sont des cellules bipolaires avec un corps cellulaire ovoide et un long
prolongement (pour revue, voir Verkhratsky and Butt, 2007, chapitre 3.1). En plus de ces
deux grands groupes d’astrocytes, il existe des petites populations d’astrocytes spécialisés,
localisés dans les régions spécifiques du SNC, et possédant pour la plupart de nombreux
prolongements. Bien que les astrocytes soient tous issus de cellules germinales astrocytaires,
ils sont donc trés hétérogénes (Volterra and Meldolesi, 2005).

Au-dela des différences de répartitition en fonction des différentes structures du cerveau, il
existe également une grande variabilité dans 1’évolution des astrocytes a travers les especes.
Les cellules gliales sont apparues trés tot dans la phylogénie, méme chez des animaux
invertébrés, mais 1’évolution du systéme nerveux central est associée a une augmentation
remarquable du nombre et de la complexité de ces cellules (Oberheim et al., 2006). Les
données morphologiques concernant le cortex sont les plus fiables et elles montrent que
I’humain est I’espeéce ou le ratio neurone-glie est le plus élevé. Pour donner un exemple, le
ratio cellule gliale/neurone chez la souris est de 0,3/1 contre 1,65/1 chez I’humain (Sherwood
et al., 2006). Ainsi dans le cerveau humain, les cellules gliales sont majoritaires et il est admis
qu’elles sont plus nombreuses que les neurones. Il a été¢ proposé que I’augmentation de leur
nombre au cours de 1’évolution des especes puisse signifier une implication de plus en plus

importante dans la régulation de la transmission au sein du systéme nerveux central.

1.2. Les oligodendrocytes

Les oligodendrocytes sont des cellules avec peu de prolongements, ils sont plus petits
que les astrocytes et possédent des noyaux moins denses. Leur cytoplasme contient du
reticulum endoplasmique rugueux, des polyribosomes et des microtubules mais pas de
glycogene ni de GFAP (pour revue, voir Verkhratsky and Butt, 2007, chapitre 3.1). Leur role
principal est la production de myéline qui isole les axones du SNC (pour revue, voir

Verkhratsky and Butt, 2007, chapitre 3.2).
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Quatre grandes classes (de I a IV) ont été décrites en 1982 par Del Rio Hortega, en fonction
de leur apparence morphologique, du nombre de prolongements et de la taille des axones
qu’ils entourent (pour revue, voir Verkhratsky and Butt, 2007, chapitre 3.2). IIs sont tous issus
de progéniteurs communs (OPCs : Oligodendrocyte Progenitor Cells). Les cellules gliales
exprimant NG2 sont également des cellules participant a 1’oligodendrogenese car elles

possedent des marqueurs des progéniteurs d’oligodendrocytes.

1.3. Les cellules microgliales

Les cellules microgliales sont des cellules immunocompétentes résidant dans tout le
systtme nerveux central, méme si elles sont exprimées a plus forte densité dans
I’hippocampe, le télencéphale olfactif, les ganglions de la base et la substance noire (pour
revue, voir Verkhratsky and Butt, 2007, chapitre 3.5). Ces cellules représentent le systéme
immunitaire du cerveau, elles s’activent dans divers cas de lésions cérébrales ou de
pathologies, et représentent environ 10% des cellules gliales en condition physiologique
(Kreutzberg, 1996). Dans le SNC mature, les cellules microgliales peuvent étre présentes sous
trois états : 1) au repos (en condition physiologique), avec un petit soma et de nombreux
prolongements fins et trés branchés partant dans toutes les directions, 2) sous forme de
cellules activées avec des prolongements beaucoup moins longs et plus épais, et un corps
cellulaire plus gros. Elles deviennent alors mobiles par des déplacements de type amiboide
pour rejoindre le site de lésion. Enfin, si le dommage cellulaire persiste, les cellules
microgliales se transforment en cellules phagocytaires (3), sans prolongement (fig. 13, pour

revue, voir Verkhratsky and Butt, 2007, chapitre 9.3).

Figure 13: Représentation des
differentes morphologies de
cellules microgliales lors de la
transformation d’une cellule
au repos vers une cellule
phagocytaire (Kreutzberg,
1996).

Les cellules microgliales possédent de nombreux récepteurs et des sites de
reconnaissance de molécules immunes, faisant d’elles des détecteurs parfaits de 1’état des

tissus du SNC (Kreutzberg, 1996).
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1.4. Les cellules NG2 positives

Un quatrieme type de cellules gliales peut étre décrit au niveau du systéme nerveux
central, les cellules NG2, caractérisées par 1’expression d’un chondroitine sulfate
protéoglycane, le NG2. Elles représentent environ 10% de la population cellulaire du SNC.
Ce sont des cellules mitotiques progénitrices qui participent a I’oligodendrogenése (Dawson
et al., 2000), a la neurogenese (Aguirre and Gallo, 2004) ainsi qu’au support physiologique
des neurones et a la signalisation synaptique (Greenwood and Butt, 2003; Lin et al., 2005).
Les cellules immunopositives au NG2 expriment des marqueurs spécifiques des cellules
progénitrices des oligodendrocytes et sont généralement considérées comme des cellules de la
méme lignée, mais elles n’expriment pas les mémes marqueurs que les oligodendrocytes
matures. Les cellules gliales NG2 peuvent ainsi générer des oligodendrocytes pendant le
développement du SNC, mais elles génerent également des neurones et des astrocytes
(Wigley et al., 2007) et peuvent étre considérées comme des cellules adultes multipotentes.
Elles expriment de nombreux canaux dépendants du voltage, impliquant probablement une
communication active avec les neurones (Lin and Bergles, 2004). Comme les astrocytes, les
cellules gliales NG2 ont une morphologie en étoile avec de nombreux prolongements mais
elles n’expriment pas les mémes marqueurs antigéniques, elles proviennent de sources
différentes et se développent selon des chemins différents (Nishiyama et al., 2005) : elles
semblent former une population indépendante de celle des astrocytes. Le role des cellules
NG2 n’est pas encore bien défini, elles ne possedent pas de transporteur au glutamate et ne
sont donc pas impliquées dans la régulation de la transmission glutamatergique comme les
astrocytes (cf Contexte Scientifique § I11.3), (pour revue, voir Verkhratsky and Butt, 2007).
Cependant, les cellules NG2 peuvent former des contacts avec les astrocytes et les neurones.
L’activité neuronale peut induire une augmentation calcique dans les cellules NG2 et il a été
mis en évidence que I’ATP est un médiateur dans la communication entre astrocytes et
cellules NG2. Ainsi, neurones, astrocytes et cellules NG2 sont fonctionnellement connectés
(Wigley et al., 2007). Le glutamate libéré au niveau synaptique pourrait servir a maintenir les
cellules NG2 dans un stade quiescent (Yuan et al., 1998) tandis que I’ATP pourrait stimuler
leur prolifération et leur différenciation (Ishibashi et al., 2006). Les cellules NG2 sont encore
peu connues mais si aucun role direct dans la régulation de I’activité neuronale n’a été décrit,
elles ont par contre ét¢ impliquées dans la « cicatrisation gliale » en réponse a une lésion du
SNC et a la régénération des oligodendrocytes participant a la remyélinisation des fibres

nerveuses (Dawson et al., 2000).
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2. Acteurs potentiels impliqués dans la communication neurone-glie

La communication neurone-glie met en jeux de nombreux transmetteurs, a la fois
gliaux et neuronaux, qui vont agir sur les récepteurs présents au niveau de ces deux familles
de cellules du SNC. Je vais présenter bricvement l'implication de trois transmetteurs
principaux auxquels je me suis particulicrement intéressée au cours de mon étude: le

glutamate, le GABA et ’ATP.

2.1 Le glutamate

Le glutamate est une molécule trés simple (acide aminé) qui peut, cependant, exercer
une gamme d'effets complexes. La spécialisation de ces effets repose en partie sur la grande
variété de récepteurs du glutamate et sur leur localisation subcellulaire. Certains sont
directement couplés a un canal ionique (récepteurs ionotropiques), d'autres activent des
cascades de signalisation par un couplage avec des protéines G qui peuvent entrainer de

nombreux processus de régulation (récepteurs métabotropiques).

2.1.1. Synthese et libération

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur le plus abondant du systéme
nerveux central. Il est synthétisé au niveau du SNC car il ne passe pas la barriére hémato-
encéphalique. Il existe deux principales voies de synthése possibles : 1) par désamination de
la glutamine ou 2) par transamination de 1’a-cétoglutarate. La voie de désamination de la
glutamine est la voie principale de production de glutamate. La glutamine, d’origine gliale,
représente le précurseur majeur de la synthése du glutamate. Elle est synthétisée dans les
cellules gliales par la glutamine synthétase, puis libérée dans le milieu extracellulaire et
captée par les terminaisons axonales pour étre transformée en glutamate par la glutaminase
neuronale, une enzyme mitochondriale (Purves et al. 2003 ; Rodriguez Diaz et al., 2005). L a-
cétoglutarate est un produit de dégradation du glucose par le cycle de Krebs. Sa
transamination par I’aspartae aminotransférase permet la production de glutamate.
Le glutamate peut ensuite étre libéré dans le milieu extracellulaire selon deux modes : 1) une
libération vésiculaire, par exocytose dépendante du calcium et du potentiel de membrane, et
2) une libération non vésiculaire, essentiellement gliale, moins bien connue. Si la libération
vésiculaire neuronale est la plus connue, certains auteurs laissent supposer que la libération la
plus importante de glutamate s’effectue de facon non-vésiculaire (Jabaudon et al., 1999).

Cette derniére peut étre neuronale ou gliale. Elle peut se faire par diffusion a travers des
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canaux impliqués dans le maintien du volume de la cellule (VRACs : Volume Regulated
Anions Channels), laissant ainsi passer le glutamate afin de maintenir une concentration
constante dans la cellule (pour revue Danbolt, 2001). Au niveau des astrocytes, il existe six
mécanismes de libération de glutamate connus : 1) une diffusion par ouverture de canaux
anioniques VRACs impliqués dans la régulation du volume de la cellule, notamment lors de
phénoméne d’hypoosmose, 2) une exocytose dépendante du calcium, 3) une libération par un
anti-pore cystine en échange avec une cystine, 4) une libération a travers des récepteurs
purinergiques et notamment le P2X; 5) un passage par des « hémi-canaux » membranaires
(connexines) ou 6) une libération par des transporteurs au glutamate fonctionnant en mode
reverse, libérant du glutamate dans le milieu extracellulaire par échange d’acides aminés
excitatieurs tels que le D-aspartate, le L-aspartate ou le L-cystéate, mais ce transport n’a pas
été observé en condition physiologique. Il a ét¢ mis en évidence durant des périodes
d’ischémies ou de blocage de métabolique (Malarkey et al., 2008). Une libération de
gliotransmetteurs par une voie lysosomale a également été décrite in vitro. Bien que
dépendante du calcium, la libération par les lysosomes ne dépend pas de 1’activité cellulaire.
Elle est relativement lente car elle nécessite une libération de calcium par les stocks interne
des astrocytes et, de ce fait, elle est beaucoup moins rapide que les phénoménes de
neurotransmission. Elle serait sans doute impliquée dans des phénomeénes de protection par
libération de molécules anti-inflammatoire (cytokines, adénosine,...) mais une libération de
glutamate par ce systéme lysosomal n’est pas exclue (Li et al., 2008).

Une fois libéré dans le milieu extracellulaire, le glutamate va agir sur ses récepteurs présents
au niveau neuronal et glial, mais il va également étre en partie recapté par des transporteurs a
haute affinité essentiellement gliaux (GLT-1, GLAST), (Danbolt, 2001), ou par les récepteurs
purinergiques dont le P2X5 (Pankratov et al., 2008).

2.1.2. Récepteurs

Le glutamate libéré au niveau des terminaisons nerveuses agit sur deux types
de récepteurs (Fig. 14) : les récepteurs ionotropiques, qui comportent un canal ionique
intrinséque activé par le ligand et qui ont une cinétique d’activation trés rapide, et les
récepteurs métabotropiques, couplés a différents messagers intracellulaires via 1’activation des
protéines G (Ozawa et al., 1998). La cinétique d’action des récepteurs métabotropiques est

beaucoup plus lente que celle des ionotropiques.
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Figure 14 : Vue générale des différentes familles de récepteurs glutamatergiques.
Présentation des sous-unités respectives des récepteurs glutamatergiques ionotropiques et
des principaux modes de transduction des récepteurs métabotropiques. Les récepteurs
ionotropiques sont perméables a différents ions mono ou divalents tandis que les récepteurs
métabotropiques sont couplés a des protéines G activatrices ou inhibitrices (PLC :
phospholipase C, AC : adénylate cyclase) (Kew and Kemp, 2005).

- Les récepteurs ionotropiques forment une famille de canaux cationiques qui sont
principalement perméables aux ions sodium (Na') et potassium (K') mais également, pour
certains, aux ions calcium (Ca®"). Ils ont été subdivisés historiquement sur la base de leur
affinité pour différents agents pharmacologiques (essentiellement des agonistes), en deux
groupes principaux : les récepteurs NMDA (activables sélectivement par le N-méthyl-D-
aspartate) et les récepteurs de type non-NMDA (insensibles au N-méthyl-D-aspartate). Les
récepteurs non-NMDA sont eux-méme subdivisés en deux sous-groupes, les récepteurs
AMPA (activés sélectivement par 1’acide o-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazole-4-
propionique) et les récepteurs kainate (qui présentent une plus grande affinité pour ’acide
kainique), (Ozawa et al., 1998).

Les récepteurs NMDA fonctionnels sont des hétéromeres, composés de 1’assemblage
de plusieurs sous-unités : NR1, NR2,p et NR3, 5 (Fig. 14). Ces sous-unités forment une
structure tétramérique ou la sous-unité NR1 se combine & NR2, p ou a NR34 5 (Fig. 15). Le
canal est perméable principalement a l'ion Ca®" mais également aux ions K' et Na'. Il posséde

une structure complexe qui lui confére des propriétés singuliéres notamment un site de liaison
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pour le magnésium (Mg”") dans le canal ionique. Au potentiel de repos de la membrane, 1’ion
Mg bloque le canal et empéche le passage d’ions. Une dépolarisation membranaire est alors
nécessaire pour lever cette inhibition et activer le récepteur. Le glutamate permet alors
I'ouverture du canal cationique, et ce, avec une cinétique relativement lente qui permet une
action durable. Ces récepteurs possédent ¢galement un site de liaison pour des co-agonistes
tels que la glycine ou la D-sérine, un site de modulation par les polyamines qui sont des
composés organiques possédant plusieurs amines, ainsi qu’un site de liaison pour le zinc
permettant le controle de I’ouverture du canal (effet inhibiteur), (Cull-Candy et al., 2001). Au
niveau du canal, on trouve également un site sensible a la phencyclidine, dont 1’activation
entraine une ouverture continue du canal.

Les récepteurs AMPA forment un canal perméable principalement aux ions Na" et K,
et véhiculent les courants glutamatergiques excitateurs rapides (Fig. 15). Ils sont constitués de
sous-unités différentes qui forment un pentamere. A ce jour, quatre sous-unités distinctes ont
été clonées, appelées GluRi-4 (Hollmann and Heinemann, 1994). Les propriétés du canal
changent en fonction des sous-unités qui le composent. En effet, alors que la plupart des
récepteurs du SNC contienne la sous-unité¢ GIuR,, il existe des récepteurs résultant de
I'assemblage des sous-unités GluR1,GluRs et GluR4, qui confére aux récepteurs AMPA une
perméabilité aux ions Na®, K mais également au Ca>". La présence de la sous-unité GluR2

rend au contraire le canal imperméable au Ca’" (Burnashev et al., 1995).

Glu a0 e oNa* = v
Zn O ‘
Gly \‘ N PCP GIU‘ < ‘“JLX\ Glu ‘ gNa 7 _
.‘ Mg Znt’ F\J\ /\I
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Figure 15: Représentation des différents types de récepteurs ionotropiques
glutamatergiques. Chaque type de récepteur est formé de 4 a 5 sous-unités qui déterminent
les proprietés fonctionnelles du canal. Les récépteurs AMPA et kainate sont
préférentiellement perméables au sodium (Na') et au potassium (K') tandis que les
récepteurs NMDA sont fortement perméables au calcium (Ca’”).
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Enfin, les récepteurs kainate résultent de 1’assemblage de cinq sous-unités, nommeées
GluRs-7 et KAi-2. Les récepteurs kainate peuvent former des complexes homomériques
fonctionnels a partir des sous-unités GluRs et GluRs (Egebjerg et al., 1991), les sous-unités
KA seules ne pouvant former un canal fonctionnel (Kew and Kemp, 2005). Ils sont
principalement perméables aux ions Na' et K' (Fig. 15).

- Les récepteurs métabotropiques glutamatergiques, nommés mGluRs, sont des
récepteurs a sept domaines transmembranaires, couplés a des protéines G (Ozawa et al.,
1998). A ce jour, huit d’entre eux ont été clonés (mGluR,g). Sur la base de similitudes de
séquence, de leur profil pharmacologique et de leur mode de signalisation intracellulaire, ils
ont été classés en trois groupes I, II et III (Fig. 16). Le groupe I comprend les récepteurs
mGluR; et mGluRs, le groupe II, les mGluR, et mGluR; et le groupe III, les mGluRy,
mGluRg, mGIuR; et mGluRg. Les récepteurs du groupe I sont positivement couplés a la
phospholipase C et activent ainsi la production d’inositol trisphosphate (InsPs) ; les groupes II
et III sont négativement couplés a 1’adénylyl-cyclase et leur stimulation conduit donc a une

diminution des taux intracellulaires d’AMPc (Fagni et al., 2000).

Figure 16: Représentation des
difféerentes classes de récepteurs

Metabotropic receptors

Group | Group Il + Group Il métabotropiques  glutamatergiques.
mGlu1,5 mGlu2,3 + mGlu4,6,7,8 Les récepteurs du groupe [ sont

couplés a ume protéine activatrice,
couplée a la phospholipase C, qui va
ainsi  produire de I’inositol
triphosphate (InsP;3) pouvant entrainer
une sortie de calcium des stocks
internes. Les récepteurs des groupes I1
et 11l sont couplés a une protéine G
inhibitrice permettant la production

d’adénosine monophosphate cyclique
(cAMP).

2.1.3 Transporteurs

Le glutamate n'est pas dégradé dans la fente synaptique. Suite a sa
libération, il est activement recapté par les neurones et les cellules gliales. Le systéme de
recapture a pour rdle de maintenir une concentration basse de glutamate dans 1’espace
synaptique et périsynaptique, condition nécessaire a une transmission synaptique efficace et a

la protection des cellules d’un exces de glutamate extracellulaire.
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e Les transporteurs de la membrane plasmique

Les transporteurs membranaires comprennent plusieurs types dont cinq ont été
clonés a ce jour. La nomenclature actuelle utilise le terme d’EAAT pour « Excitatory Amino
Acid Transporter ». On distingue ainsi : EAAT1 (ou GLAST), EAAT2 (ou GLT-1), EAAT3
(ou EAAC,), EAAT4, EAATS. Ces cinq protéines catalysent le transport de L-glutamate
(mais aussi de L- et D-aspartate) en utilisant, comme source d’énergie, les gradients de Na" et
de K" (pour revue, Danbolt, 2001). Les transporteurs GLAST (Glutamate/Aspartate
Transporter) et GLT-1 (Glutamate Transporter 1) sont des transporteurs gliaux qui jouent un
role prépondérant dans le maintien des concentrations extracellulaires de glutamate a un faible
niveau afin d’éviter les phénoménes d’excitotoxicité (Rothstein et al., 1996) tandis que
EAACI, et EAAT4 sont exprimés par les neurones (Galvan et al., 2006), (Fig. 17). Les

EAATS sont exprimés uniquement au niveau de la rétine.

e Les transporteurs vésiculaires

Ces transposteurs sont exprimés au niveau des vésicules de sécrétions dans les
terminaisons neuronales et permettent I’endocytose du glutamate dans ces vésicules (Shigeri
et al.,, 2004). Ils n’interviennent donc pas dans la régulation des taux de glutamate
extracellulaire mais ils permettent une régulation des concentrations de glutamate a I’intérieur
des terminaisons synaptiques. A ce jour, trois types de transporteurs vésiculaires ont été
clonés VGLUTI1, VGLUT2 et VGLUT3. Ce transport vésiculaire est indépendant du sodium
et du potassium. Les transporteurs possédent une faible affinité pour le glutamate, mais une
haute sélectivité pour le L-glutamate, et sont activés par une faible concentration de chlore
(pour revue Danbolt, 2001). Par contre l’activit¢ des VGLUTs dépend du gradient
¢lectrochimique de protons au niveau des vésicules, généré par une ATPase a proton
vésiculaire. Ces transporteurs ont été décrits essentiellement au niveau des terminaisons
neuronales, les VGLUT] et 2 étant présents par des neurones glutamatergiques tandis que les

VGLUT 3 sont exprimés par des neurones non glutamatergiques (Shigeri et al., 2004).
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2.2 Le GABA

L'acide gamma-amino butyrique (GABA) est le principal neurotransmetteur inhibiteur
du systéme nerveux central. C'est un neuromodulateur qui est reconnu comme étant inhibiteur
a l'age adulte mais qui est excitateur lors du développement embryonnaire. Il interviendrait
dans de nombreux processus physiologiques, notamment au niveau du contréle moteur, de la
vision ou encore dans les phénoménes de controle d’anxiété et de la peur. Il a une action

dépolarisante excitatrice sur les cellules gliales.

2.2.1. Synthese et libération

Le GABA est synthétisé par décarboxylation du glutamate grace a une enzyme,
la glutamate décarboxylase (GAD), présente exclusivement au niveau des neurones et plus
particuliérement au niveau des terminaisons axonales GABAergiques. Il existe deux
isoformes de la GAD issues de deux geénes différents (Erlander et al., 1991) : la GAD 65,
localisée préférentiellement au niveau axonal, et la GAD 67 localisée plutot au niveau
somato-dendritique (Jenkins and Simmons, 2006). Stocké dans les granules des terminaisons
présynaptiques, et libéré dans la fente synaptique, le GABA agit sur des récepteurs
spécifiques de type GABA, et GABAg situés au niveau postsynaptique mais également sur
les cellules gliales. Une partie du GABA libéré est recaptée par des transporteurs présents au
niveau des terminaisons présynaptiques (recapture neuronale), une autre partie diffuse et est

partiellement captée par les cellules gliales (capture gliale). Les mitochondries des cellules
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gliales transforment, grace a la GABA transaminase, le GABA en acide succinique semi-
aldéhyde, lui-méme transformé en acide succinique, qui permet d’alimenter le cycle de Krebs

(voie d’entrée) afin de produire de I’énergie.

2.2.2. Récepteurs
Le GABA va agir a la fois sur des récepteurs ionotropiques et sur des
récepteurs métabotropiques (Fig. 18).

Les récepteurs ionotropiques sont des canaux ioniques perméables au chlore. Ils sont
divisés en deux sous-types, les récepteurs GABA, largement répandus dans le SNC, et les
récepteurs GABA( essentiellement concentrés au niveau de la rétine (Bormann, 2000). Ils
sont constitués de plusieurs sous-unités qui forment un pentameére et les propriétés
physiologiques et pharmacologiques spécifiques des récepteurs dépendent de I’assemblage
des sous-unités (Hevers et al., 1998). De nombreuses sous-unités des récepteurs GABA
ionotropiques ont été caractérisées : les sous-unités al- a6, f1- B4, y1- v3, pl- p3, 9, €, 6,
(Galvan et al., 2006). Les récepteurs GABA4 les plus communs sont formés de deux sous-
unités o, deux B et une sous-unités vy, tandis que les GABAc sont formés de sous-unités p
(Bormann, 2000). La fixation du GABA sur les récepteurs GABA présents a la surface des
neurones provoque I’ouverture du canal et conduit a une entrée de Cl” dans la cellule. A
l'inverse, 1’activation de ces récepteurs sur les cellules gliales va entrainer une sortie de CI,
car le gradient de chlore est inversé dans ces cellules (cf Contexte Scientifique 11.2.4.7), (Fig.

18).
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Figure 18: Les récepteurs au GABA sont composés de récepteurs ionotropiques et
métabotropiques. Les récepteurs GABA4 et GABA( sont liés a des canaux chlore (CI) et leur
activation va induire des mouvements de CI en accord avec le gradient électrochimique des
cellules : une entrée de CI dans les neurones et une sortie dans les cellules gliales. Les
réecepteurs GABAp sont couplés a des protéines G controlant [’ouverture de canaux calciques
et potassiques (pour revue, Verkhratsky and Butt, 2007, Chapitre 5).
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Les récepteurs métabotropiques sont des récepteurs transmembranaires couplés a une
protéine G associée a des canaux calciques dépendants du voltage ou a des canaux
potassiques rectifiants (Fig. 18). Ils sont représentés par une seule famille, les récepteurs
GABAg, composés de deux sous-unités GABAg R1 et GABAg R2, formant un hétérodimere.
L’activation des récepteurs couplés a un canal Ca”", entraine une diminution des courants
calciques et donc, une diminution de la libération de neurotransmetteurs au niveau des
terminaisons associées. L’activation des récepteurs couplés a un canal K augmente la
conductance aux ions K et induit donc une hyperpolarisation des neurones post-synaptiques.

Dans les deux cas, on observe une diminution de ’excitabilité et de ’activité cellulaire.

2.2.3 Transporteurs

Aprés libération dans la fente synaptique, le GABA est recapté par des
transporteurs sélectifs exprimés par les neurones GABAergiques et les cellules gliales. Ces
transporteurs sont des protéines membranaires de 12 segments transmembranaires. Le
transport du GABA est dépendant des ions Na® et CI". L’ion CI se fixe sur un site proche du
site de fixation du GABA et augmente ’affinité du transporteur pour son substrat. Le gradient
Na' est nécessaire au transport du GABA dans la cellule (symport 2 Na' / 1 GABA), (Clausen
et al., 2006). A ce jour, 4 types de transporteurs membranaires ont €té caractérisés : GAT-1,
GAT-2, GAT-3 et BGT-1 (Betaine/GABA transporter ou GAT-4).
Il existe également un transporteur vesiculaire du GABA (VIAAT : vesicular inhibitory
amino acid transporter ou VGAT), (Mclntire et al., 1997). Ce transporteur est trés peu connu
mais des études montrent qu’il est fortement concentré au niveau des terminaisons

synaptiques des neurones GABAergiques (Chaudhry et al., 1998).

2.3 L°ATP

L’ATP est une molécule ubiquitaire présente dans toutes les cellules, notamment dans
les mitochondries ou il est produit pour fournir I’énergie nécessaire au fonctionnement de la
cellule. Le role de ’ATP en tant que transmetteur excitateur rapide au sein du systéme

nerveux central est aujourd’hui bien établi (Burnstock, 2006; Pankratov et al., 2006).
2.3.1. Synthese et libération

L'ATP est produit au cours de la respiration mitochondriale. Dans la cellule,

une grande partie de I'énergie produite dans les voies cataboliques se retrouve sous forme de
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NADH et de FADH,. L’oxydation de ces facteurs par des complexes de la chaine
mitochondriale entraine la production d’électrons et la libération de H™ formant un gradient de
protons de part et d'autre de la membrane interne de la mitochondrie. L’énergie produite par
ce gradient de protons permet la synthése d'ATP, a partir d’adénosine diphosphate (ADP), et
grace a I'ATP synthase mitochondriale qui calatyse la réaction.

L’ATP peut étre libéré au niveau extracellulaire via différents mécanismes. Le
mécanisme le plus connu est une libération par exocytose dépendante du calcium, qui peut
avoir lieu au niveau neuronal et glial (Pankratov et al., 2006). Il peut également étre libéré au
niveau des cellules gliales par 1) des transporteurs, comme par exemple des transporteurs type
« ATP-Binding Cassette » (Higgins, 1995) ou des canaux chlores activés par un étirement de
la membrane (canaux stretch), et 2) une étude montre également la possibilité de libération
d’ATP par 'ouverture transitoire de connexines (hémi-canaux) membranaires non-sélectifs
(Arcuino et al., 2002), cette simple diffusion d’ATP pouvant réguler la propagation des
vagues calciques (pour revue, Fields and Stevens, 2002).

L’ATP peut étre stocké dans des vésicules propres ou dans des vésicules mixtes en présence
d’autres neurotransmetteurs, comme par exemple le glutamate ou le GABA (Fields and
Stevens, 2000). Une fois libéré, I’ATP va agir sur des récepteurs purinergiques a I’ATP de
type P2X et/ou P2Y (Ralevic and Burnstock, 1998), présents a la surface des neurones et des
cellules gliales. Une partie de ’ATP va étre rapidement dégradée par les ectonucléases en
ADP puis en AMP et enfin en adénosine (Burnstock, 2006). L’adénosine est elle-méme un
transmetteur qui va agir sur des récepteurs a I’adénosine de type métabotropiques couplés a
des protéines G et qui exercent de nombreux effets au niveau cellulaire : une modulation de
type inhibition de la transmission synaptique, un effet neuroprotecteur en cas de dommage
cérébral (Benarroch, 2008). Au niveau des astrocytes, [’activation des récepteurs a
I’adénosine va conduire a une modulation du métabolisme du glycogéne, des transporteurs au

glutamate ou encore du phénomene d’astrogliose (Dar¢ et al., 2007).

2.3.2. Récepteurs
Les récepteurs purinergiques se divisent en deux principaux types: les
récepteurs ionotropiques P2X, et les récepteurs métabotropiques P2Y (Fig. 19).
Les récepteurs purinergiques ionotropiques P2X sont des canaux cationiques
perméables au Ca®’, au Na et au K* (Ralevic and Burnstock, 1998) dont I’activation est
extrémement rapide (de 1’ordre de 10 ms environ). Ce sont des récepteurs homo ou

hétéromériques qui doivent étre composés d’au moins trois monomeres pour E&tre
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fonctionnels. Il existe a ce jour sept sous-unités connues au niveau du SNC: P2X,;
(Burnstock, 2007), (Fig. 19). La multitude de combinaisons possibles par assemblage des
sous-unités permet de produire une palette de récepteurs avec des propriétés biophysiques
différentes : ainsi les récepteurs composés des sous unités P2X; et P2X; présentent une
désensibilisation trés rapide et une reprise d’activité treés lente (Pankratov et al., 2008). Le
récepteur P2X; une fois activé, forme un large pore pouvant laisser passer de grosses
molécules de 900-1000 Daltons, dont le glutamate. Son activation nécessite de fortes
concentrations en ATP et il est particulierement abondant sur les cellules microgliales (pour
revue Verkhratsky and Butt, 2007). L’entrée de Na' et de K™ va conduire & une dépolarisation
de la cellule et ouverture des canaux calciques dépendants du voltage (James and Butt,
2002). Cette entrée de Ca®" va induire une libération de calcium par les stocks internes (CICR,

Calcium Induced Calcium Release).

P2 (ATP) Purinoreceptors
lonctropie receptors (PZX) Metabotropic receptors (PZY)
P2Y. .
KTP

¥ o

Moecules up to 1000 D Bal BiP.
fe.g, newotransniiiens "
sk ATFS

Figure 19 : Représentation des récepteurs purinergiques a I’ATP. Les P2X sont des
récepteurs ionotropiques dont [’activation par I’ATP va conduire a un changement de
configuration rapide permettant le passage d’ions sodiques (Na'), potassiques (K') et
calciques (Ca’) a travers le pore du canal. Le récepteur P2X; forme un large pore pouvant
laisser passer des molécules de 1 kDa. Les P2Y sont des récepteurs métabotropiques avec
sept domaines transmembranaires, couplés a des protéines G et a des phospholipases C,
conduisant a la formation d'InsP3.

Les récepteurs métabotropiques P2Y sont des récepteurs a sept domaines
transmembranaires couplés a une proté¢ine G (Fig. 19). Huit sous-types ont été clonés : P2Y,
P2Y,, P2Y4, P2Ys, P2Y 11, P2Y 12, P2Y 13 et P2Y 14, et ils sont tous présents au niveau du SNC.
La stimulation de ces récepteurs va activer de nombreuses cascades de signalisation associées
a de nombreuses enzymes (comme la phospholipase C, I'adenylate ou la guanylate cyclase,

...), et/ou a des canaux membranaires (pour revue Pankratov et al., 2008). Ils ont donc une
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cinétique de réaction beaucoup plus lente que les P2X. Ces cascades de signalisation vont, a
leur tour, conduire & une régulation des activités cellulaires (prolifération, activité
synaptique...) par la libération de calcium des stocks internes (pour revue voir Pankratov et

al., 2008).

2.4 Localisation cellulaire des différents récepteurs et transporteurs

Tous les récepteurs décrits ci-dessus peuvent étre exprimés par les cellules gliales et
neuronales. Je vais décrire, d'une manicre générale, la localisation des récepteurs au niveau
des cellules gliales. La localisation des récepteurs neuronaux au sein des ganglions de la base

étant bien étudiée, je décrirai plus spécifiquement leur distribution au sein de la SNr.

2.4.1 Les récepteurs gliaux

Les récepteurs ionotropiques sont abondants au niveau des cellules gliales dans
I’ensemble du cerveau. La présence de récepteurs AMPA a été clairement mise en évidence
au niveau des astrocytes. Ils sont composés essentiellement des sous-unités GluR1, GIuR3 et
GluR4, et sont donc perméables au calcium (Porter and McCarthy, 1997). La présence des
récepteurs NMDA a, quant a elle, été décrite in situ au niveau des cellules astrogliales du
cortex et de la moelle épinicre (Verkhratsky and Kirchhoff, 2007b). Contrairement aux
récepteurs NMDA neuronaux, les récepteurs NMDA gliaux possédent un tres faible blocage
par I’ion magnésium et peuvent &tre ainsi activés a un potentiel beaucoup plus bas que le
potentiel de +30 mV nécessaire pour 1’activation des récepteurs neuronaux.
Les récepteurs métabotropiques exprimés a la surface des cellules gliales sont essentiellement
des mGluR 1, mGluR3 et mGIluRS, et leur activation aboutit a une augmentation de calcium,
via une libération des stocks internes et une régulation des réactions dépendantes de I’AMP
cyclique (Verkhratsky and Steinhauser, 2000).

Les cellules gliales expriment également des récepteurs GABAA mais la résultante
fonctionnelle de leur activation est tres différente de celle des récepteurs neuronaux. En effet
les cellules gliales contiennent beaucoup plus d’ions chlore CI” que les neurones matures (35
mM versus 3-5 mM) car le gradient de CI” est inversé par I’expression de co-transporteur
Na'/K'/2 CI' et de 1’échangeur CI/HCO; (Kettenmann and Schachner, 1985). Ainsi le
potentiel de réversion du Cl est de -35 mV dans les cellules gliales et I’ouverture des canaux
CI induit un efflux de Cl" qui est dépolarisant. L’activation des récepteurs GABA4 va donc

induire une dépolarisation membranaire suffisante pour induire une entrée de calcium via les
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canaux calciques dépendants du voltage. L’expression des récepteurs GABAgp est beaucoup
plus faible que celle des GABAA dans les cellules gliales (Verkhratsky and Steinhauser,
2000).

Les cellules gliales ont la particularité d’exprimer des récepteurs purinergiques en
abondance (Fields and Burnstock, 2006). Elles expriment les deux types différents de
récepteurs : les ionotropiques P2X et les métabotropiques P2Y, bien que ces derniers soient
prédominants. L’activation de ces récepteurs par I’ATP va induire une augmentation de
calcium cytoplasmique et contribue notamment a la propagation de vagues calciques inter-
astrocytaires (pour revue, Verkhratsky et Butt, 2007). Elles expriment également des
récepteurs a 1’adénosine (Dare et al., 2007).

Hormis ces principaux récepteurs, les cellules gliales possédent a leur surface des
transporteurs au glutamate GLT1 et GLAST qui jouent un rdle essentiel dans la régulation et
la recapture du glutamate au niveau de la fente synaptique (Rothstein et al., 1996). Des
transporteurs au GABA de type GAT3 sont présents sur les cellules gliales mais leur role
n’est pas encore clairement défini. En complément de ces récepteurs et transporteurs, de
nombreux canaux ioniques dépendants du voltage (canaux potassiques, canaux calciques,
canaux sodiques, aquaporines...) sont présents ainsi que des récepteurs aux cytokines et
chemokines, aux molécules du complément, des récepteurs a I’endothéline ou encore a la

thrombine (pour revue, Verkhratsky et Butt, 2007, chapitre 5).

2.4.2 Les récepteurs neuronaux présents au niveau de la substance noire

réticulée

La substance noire réticulée regoit des afférences glutamatergiques en
provenance du NST et des afférences GABAergiques en provenance du striatum et du GP.
Nous allons donc décrire la distribution des récepteurs glutamatergiques et GABAergiques au
sein de cette structure.
Les neurones de la SNr, essentiellement GABAergiques, expriment a leur surface des
récepteurs glutamatergiques de type NMDA, AMPA, kainate et des récepteurs
métabotropiques. Les récepteurs AMPA sont constitués essentiellement des quatre sous-unités
GluR1-4 et les récepteurs NMDA sont constitués des sous-unités NRI1, NR2A/B. Ces
récepteurs ionotropiques sont essentiellement localisés au niveau des synapses asymétriques
glutamatergiques, jamais au niveau des synapses symétriques GABAergiques et trés peu au

niveau extrasynaptique (Galvan et al., 2006). Les récepteurs NMDA et AMPA sont souvent
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co-localisés au niveau des synapses glutamatergiques mais la densité relative des récepteurs
NMDA est faible dans la SNr (Albin and Greenamyre, 1992).
Les récepteurs métabotropiques exprimés au niveau de la SNr sont principalement des
récepteurs du groupe I : mGluR1 et mGluRS. L’activation de ces récepteurs métabotropiques
localisés au niveau postsynaptique va induire une excitation des neurones GABAergiques en
entrainant une dépolarisation membrannaire par diminution de la conductance potassique
(Marino et al., 2001). A TD’inverse, lorqu’ils sont localisés au niveau présynaptique,
I’activation de ces récepteurs va entrainer une diminution de la transmission excitatrice par
inhibition de la libération de neurotransmetteurs au niveau des terminaisons glutamatergiques
(Wittmann et al., 2001). Les récepteurs des groupes II et III sont aussi présents mais ils sont
exprimés essentiellement au niveau présynaptique ou ils exercent une inhibition sur la
transmission glutamatergique au niveau des contacts subthalamo-nigraux et sur la
transmission GABAergique striato-nigrale (Deniau et al., 2007). On peut observer une
ségrégation de la localisation des récepteurs sur les différents domaines synaptiques : les
récepteurs ionotropiques forment des clusters proches des sites de libération des
neurotransmetteurs tandis que les récepteurs métabotropiques sont plutét péri ou
extrasynaptiques (Fig. 20).
Les récepteurs GABA, ionotropiques sont majoritairement synaptiques, en accord avec leur
capacit¢ a médier I’inhibition phasique rapide, tandis que les récepteurs GABAp sont
principalement extrasynaptiques et sont impliqués dans 1’inhibition a long terme des neurones
(Galvan et al., 2006), (Fig. 20). En fonction de leur localisation et de leur distance par rapport
a la fente synaptique, ils vont étre soumis a une concentration variable de neurotransmetteurs.
On note également l'expression faible et éparse de récepteurs purinergiques au niveau
des corps cellulaires des neurones GABAergiques de la SNr. Ces récepteurs sont
essentiellement composés des sous-unités P2X,;5 / P2Y¢/14. Mais il semble que, au sein de la
SNr, les P2YR soient essentiellement exprimés par les cellules gliales. La proportion des P2X
neuronaux et des P2Y gliaux augmente dans le modéle de rat 6-OHDA, parallélement a un
phénomene d’activation de cellules astrocytaires en réponse a la Iésion des tissus cérébraux

(Amadio et al., 2007).
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A, Glutamate receptors and transporters B. GABA receptors and transporters
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Figure 20: Schema représentant la localisation sub-synaptique des récepteurs et
transporteurs neuronaux au glutamate (A) et au GABA (B) dans les ganglions de la base
d’apres des études en microscopie électronique (Galvan et al., 2006).

Comme les cellules gliales, les neurones de la SNr expriment des transporteurs au
glutamate, majoritairement EAACI et des transporteurs au GABA de type GAT1 (Galvan et
al., 2006). Les transporteurs EAACI sont présents principalement au niveau des terminaisons
postsynaptiques et sont essentiellement extrasynaptiques. Ces transporteurs jouent un réle de
prévention de la neurotoxicité induite par le glutamate en recaptant le glutamate libéré au
niveau de la fente synaptique. Les transporteurs GATI jouent un role essentiel dans la

régulation de la transmission GABAergique (Galvan et al., 2006).

3. Communication entre les cellules gliales et les cellules neuronales

Une des questions fondamentales dans la compréhension du fonctionnement cérébral
concerne la communication des cellules du systeme nerveux. Aprés de nombreuses théories, il
est aujourd’hui admis qu’il existe différents modes de communication entre les cellules du
SNC. Premi¢rement, des connexions physiques directes entre cellules, notamment par les
jonctions communicantes de type gap entre cellules gliales mais également entre neurones, et
potentiellement entre neurones et cellules gliales. Deuxiémement, des connexions chimiques
induites par la libération locale de neurotransmetteurs au niveau des synapses terminales mais
¢galement par diffusion a distance (Purves et al., 2003, Neuroscience, Chapitre 8, p165-185).
La communication entre neurones et cellules gliales est bidirectionnelle avec des échanges
synaptiques a la fois chimique et €lectrique (Araque et al., 1999; Araque et al., 2001; Perea

and Araque, 2007).
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3.1 Communication des cellules gliales vers les cellules gliales

Comme les cellules gliales ne peuvent pas produire de potentiels d’action, elles ont
longtemps été considérées comme silencieuses. Il est aujourd’hui largement admis qu’elles
communiquent entre elles et avec les autres cellules du SNC, principalement par la mise en
ceuvre d'une excitabilité de type calcique. La signalisation calcique est une fonction majeure
dans la physiologie des cellules gliales, elle représente un ¢€lément important dans la
communication cellulaire. Le phénomeéne de propagation de vagues calciques peut se produire
selon un mécanisme extracellulaire (Cornell-Bell et al., 1990) impliquant les récepteurs
présents a la surface des cellules gliales (cf I1.2.2) et/ou par un mécanisme intercellulaire, via
la mise en jeu de jonctions communicantes de type gap qui permettent une communication
intercytoplasmique directe par échange d’ions et de petites molécules (Charles et al., 1991;
Giaume and Venance, 1998). Ces deux mécanismes peuvent étre liés car la propagation
calcique intercellulaire est également a I’origine de la libération de messagers extracellulaires
tels que ’ATP qui peut agir sur les récepteurs purinegiques des cellules gliales voisines
(Charles, 1998; Haydon, 2001). L’ATP, considéré comme un neurotransmetteur (Burnstock,
20006), peut ainsi étre libéré par les neurones et initier des vagues calciques dans les cellules
gliales. En retour, les cellules gliales vont elles-mémes libérer de I’ATP, en partie responsable

de la propagation des vagues entre cellules gliales (Fig. 21).
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Figure 21: Mécanismes de genération de propagation de vagues calciques entre cellules
gliales (Haydon, 2001). La propagation intercellulaire peut étre expliquée par différents
mécanismes agissant séparément ou en combinaison :

- Les vagues calciques sont maintenues par la diffusion d’InsP; a travers les jonctions
gap et entrainent une libération secondaire de calcium.

- Les vagues calciques sont maintenues par la régénération de calcium suite a la
libération de gliotransmetteurs qui vont agir sur les cellules voisines par diffusion
extracellulaire.

- les vagues calciques résultent d’une libération focale de gliotransmetteurs, qui va
diffuser a longue distance (Haydon, 2001).
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Cette communication particuliére entre cellules gliales est primordiale dans la
physiologie de ces cellules et posséde de nombreuses implications fonctionnelles. Elle est
notamment impliquée dans le dialogue glie-neurone a distance (Giaume and Venance, 1998),
elle modifie 1’état fonctionnel et le métabolisme des astrocytes (Tsacopoulos and Magistretti,
1996), elle semble importante en condition physiopathologique et semble €tre structurée en

partie par I’activité neuronale (Froes and de Carvalho, 1998).

3.2 La synapse tripartite

Les neurotransmetteurs comme le glutamate, I’ATP, le GABA sont les substrats de la
transmission synaptique et, pendant de nombreuses années, la régulation de leur libération au
sein du cerveau a été considérée comme propre aux neurones et aux cellules neuro-endocrines
(pour revue, Verkhratsky et Butt, 2007, chapitre 5.6). Depuis les 15 derni¢res années, des
expériences ont clairement démontré I’implication des cellules gliales dans cette
neurotransmission, autant pour leur faculté a libérer des transmetteurs que par la présence de
récepteurs et de transporteurs a leur surface (Fields and Stevens-Graham, 2002). La
transmission chimique est donc un mécanisme universel pour la communication entre
neurones et cellules gliales. Dans I'hippocampe de rat, il a été montré que les astrocytes se
placent autour des membranes neuronales et spécifiquement au niveau des régions
synaptiques (Ventura and Harris, 1999). Dans de nombreux cas, les membranes astrocytaires
englobent partiellement ou complétement les terminaisons présynaptiques et les structures
postsynaptiques. La proximité géographique des astrocytes par rapport aux structures
synaptiques entraine leur exposition aux neurotransmetteurs libérés a ce niveau (Vesce et al.,
2001). D'un point de vue fonctionnel, les prolongements astrogliaux possédent des récepteurs
aux neurotransmetteurs, et leur modalité d’expression correspond précisément aux types de
neurotransmetteurs libérés au niveau de la synapse qu’ils entourent (pour revue, Verkhratsky
et Butt, 2007, chapitre 6.1). Par exemple, au niveau du cortex, les neurones pyramidaux et les
astrocytes expriment les récepteurs au glutamate et a I’ATP tandis qu’au niveau des ganglions
de la base, neurones et astrocytes sont préférentiellement plus sensibles a la dopamine. La
proximité anatomique entre astrocytes et synapses, de méme que 1’expression fonctionnelle de
récepteurs précis, a conduit & un nouveau concept de l’organisation synaptique nommé
« synapse tripartite » (Araque et al., 1999) dans lequel les synapses sont formées de trois
parties équivalentes : la terminaison présynaptique, la membrane neuronale postsynaptique et

I’astrocyte environnant. La libération de neurotransmetteurs au niveau de la synapse va
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conduire a un potentiel postsynaptique au niveau du neurone et a un signal calcique au niveau
de I’astrocyte, induisant la libération de « gliotransmetteurs », qui peuvent a leur tour modifier
I’activité neuronale aussi bien au niveau pré que postsynaptique. Ce concept de synapse
tripartite prédit une communication bidirectionnelle avec une signalisation partant des
neurones vers les cellules gliales et une signalisation des cellules gliales vers les neurones

(Araque et al., 1999; Fields and Stevens-Graham, 2002).

3.3 Signalisation des neurones vers les cellules gliales

Il est maintenant bien établi que la stimulation des neurones, ou des afférences
neuronales, déclenche une cascade de signalisation calcique dans les astrocytes en culture et
in situ sur des tranches de cerveau (Haydon, 2001). De plus, il a ét¢ montré que les astrocytes
sont capables de distinguer I’intensit¢ de [’activité neuronale : les oscillations calciques
induites sont clairement dépendantes de la fréquence de la stimulation neuronale. Par
exemple, des expériences in vitro dans I’hippocampe montrent que la fréquence des vagues
calciques astrocytaires augmente a la suite d’une augmentation d’activité synaptique
neuronale (Carmignoto, 2000). Il est important de préciser que les réponses calciques dans les
prolongements astrocytaires sont asynchrones, ce qui indique 1’existence de compartiments
relativement isolés, capables de suivre 1’activation d’une seule synapse ou de petits groupes
de synapses (Perea and Araque, 2005). Les microdomaines de 1’arbre astrocytaire, donnant
lieu a des élévations plus ou moins localisées de Ca®’, jouent un role fondamental dans
I’extension de I’influence astrocytaire sur des synapses a distance (Haydon, 2001). L’un des
transmetteurs principalement impliqués dans [’initiation de ces vagues calciques est le
glutamate. Libéré au niveau des terminaisons synaptiques, il va agir sur les récepteurs
glutamatergiques ionotropiques et métabotropiques présents a la surface des cellules gliales.
Leur activation va ensuite conduire a une entrée de calcium extracellulaire et/ou a une
libération des stocks internes des cellules (Haydon, 2001; Padmashri and Sikdar, 2008).

Les astrocytes sont également impliqués dans la recapture de neurotransmetteurs au
niveau des synapses. Durant la transmission synaptique, 20% du glutamate libéré sont
accumulés dans les neurones postsynaptiques et 80% sont recaptés au niveau des astrocytes
périsynaptiques par des transporteurs spécifiques (Verkhratsky and Kirchhoff, 2007a), (Fig.
22). Les astrocytes expriment a leur surface une forte proportion de transporteurs au
glutamate GLAST et GLT-1. Ils possédent des atouts pour une recapture de glutamate

optimisée tels qu'un potentiel de repos trés hyperpolarisé et un gradient électrochimique
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favorable aux ions Na' et K' (le transport d’une molécule de glutamate requiert I’influx de 3

Na" et la sortie d’1 K"), (Huang and Bergles, 2004).

Presynaptic terminal
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Le role des cellules gliales dans la recapture du GABA ne semble pas prédominant,
car la majorité du GABA libéré pendant la neurotransmission va agir sur ses récepteurs au
niveau postsynaptique ou étre recapté par les neurones grice aux transporteurs
GABAergiques présents essentiellement au niveau présynaptique (cf Contexte Scientifique §
I, 2.4.2). Cependant, ces cellules gliales expriment des transporteurs au GABA
essentiellement de type GAT-1 et GAT-3, nécessitant un gradient électrochimique sodique (la
recapture d’une molécule de GABA requiert le co-transport de 2 Na"). Les astrocytes jouent
¢galement un rdle important dans le transport de la glycine, un neurotransmetteur inhibiteur
au travers des récepteurs glycinergiques du systéme nerveux central, et un neuromodulateur
(excitateur ou inhibiteur) des récepteurs NMDA (Danysz and Parsons, 1998). Ils expriment
les transporteurs GlyT1 (Glycine transporteurs 1), couplés aux gradients électrochimiques du
Na" et du CI. L’activation, méme faible, des récepteurs GABA, ou de la glycine peut
entrainer une dépolarisation suffisante pour induire la sortie de glycine (par transport reverse)
dans D’espace extracellulaire, modulant a son tour I’excitabilité neuronale (Dopico et al.,

2006).
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3.4 Signalisation des cellules gliales vers les neurones

Les signaux calciques spontanés (c'est-a-dire en dehors de toute activité neuronale) ou

induits par 1’activation de neurones voisins, sont capables de conduire a une libération de
transmetteurs par les cellules gliales (Fig. 23). Ce qui est nouveau dans I'¢tude de la
communication neurone-glie, c'est la notion que ces « gliotransmetteurs » peuvent agir
directement sur les neurones et moduler, voire induire leur activité. Par exemple, des
expériences in vitro (sur culture de neurones d’hippocampe) et in situ (sur tranches
d’hippocampe), (Pasti et al., 1997) montrent que les astrocytes sont capables de libérer du
glutamate pouvant entrainer une dépolarisation ou une augmentation de [’excitation des
neurones a travers son action sur les récepteurs ionotropiques AMPA et NMDA (Bezzi and
Volterra, 2001). Le glutamate peut également agir sur les récepteurs métabotropiques
présynaptiques et ainsi moduler la transmission synaptique (Verkhratsky and Kirchhoff,
2007a). Cette capacité des astrocytes a induire une activité neuronale par le biais du glutamate
suite & une augmentation calcique, est cependant remise en cause par certains auteurs (Fiacco
et al., 2007). Ces derniers montrent, par le biais de tranche d’hippocampe de souris
transgéniques pour un récepteur exprimé spécifiquement sur les astrocytes, qu’une
augmentation de calcium astrocytaire de 80-90% n’entraine pas d’augmentation calcique dans
les neurones, ne produit pas de courant entrant dans ces neurones, et n’affecte pas I’activité
synaptique.
Les astrocytes peuvent également moduler 1’excitabilité des neurones par libération d’ATP :
ce dernier peut entrainer une diminution de 1’activité neuronale soit directement en agissant
sur les récepteurs purinergiques neuronaux, soit indirectement, par dégradation en adénosine
induisant une activation des récepteurs a I’adénosine (Ochi et al., 2004).

Les mécanismes de relaichement du glutamate glial ou de I’ATP glial et neuronal sont
toujours sources de débat. Comme le montrent de nombreuses études in vitro sur des
synaptosomes de cortex, d’hippocampe ou de la moélle épinicre, certaines libérations de
glutamate ou d’ATP peuvent avoir lieu suivant un mécanisme vésiculaire dépendant du
calcium (Araque et al., 2000; Pankratov et al., 2006). Il existe également des études réalisées
sur des cultures cellulaires d’astrocytes de cortex cérébral de souris, montrant une libération
de glutamate par des lysosomes (Li et al., 2008). Cependant, il est clair que la libération de
glutamate par les astrocytes est régulée par la fréquence des oscillations calciques : chaque pic
d’augmentation de concentration intracellulaire de Ca®" déclenche une libération pulsatile de

glutamate par les astrocytes, in vitro et in vivo (Santello and Volterra, 2008). Le glutamate

60



Contexte scientifique

n’est pas libéré uniquement au niveau de la fente synaptique mais bien plus largement et peut,
de ce fait, induire une activation des récepteurs extrasynaptiques, qui a leur tour peuvent
affecter la propagation de I’information neuronale (Vesce et al., 2001; Fields and Stevens-
Graham, 2002). Enfin, les signaux calciques se propagent a travers le réseau d’astrocytes,
pouvant influencer la libération de gliotransmetteurs a distance par rapport au contact initial
entre un neurone et une cellule gliale. Un simple astrocyte peut connecter des centaines de
synapses simultanément et la libération de gliotransmetteurs peut permettre de synchroniser le

patron de décharge des neurones (Haydon, 2001)

Figure 23: Répertoire des interactions
fonctionnelles dans le réseau de
B signalisation entre neurones et cellules
L > o — > gliales. Les neurones (en clair) utilisent une

T i / communication rapide par transmission

L F— chimique (1) tandis que les astrocytes (en

{ \ £ e .. ; .
Ve u rose) utilisent principalement les jonctions

64 5 | p 74 J
oo : > — 1 communiquantes de e gap (2). Des
o \ . —_— q p g p
|' -2 1 _/ observations montrent qu’il existe des
Ve B synapses entre neurones et cellule gliales (3)
ainsi que la formation de jonctions gap (4).
> P La neurotransmission synaptique permet
ynaplique  p

L ] } e
J;i‘%_\ l’activation des cellules gliales (5) qui
3 Z peuvent a leur tour agir sur les neurones (6)
. c’est la synapse tripartite. Les cellules
gliales interagissent également par libération

de transmetteurs (7)(Bezzi and Volterra,
2001).

Currant Cipinion in Neurobiolooy

En complément de I’ATP et du glutamate (Fig. 24), les astrocytes peuvent également
libérer des neuromodulateurs tels que la D-sérine (Panatier et al., 2006), de I’aspartate, de la
taurine ou encore des neuropeptides (Fields and Stevens-Graham, 2002). La D-sérine semble
jouer un role particuliérement important dans la commmunication neurone-glie. Elle est
essentiellement libérée par les astrocytes, notamment suite a la stimulation de récepteurs
glutamatergiques (Scolari and Acosta, 2007). Sa libération met en jeu des mécanismes
d’exocytose dépendants du calcium et des protéines SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-
sensitive-factor attachment protein receptor), (Panatier et al., 2006). La D-sérine va ensuite
agir comme co-agoniste au niveau du site glycine des récepteurs NMDA (Scolari and Acosta,

2007; Wolosker et al., 2008) et moduler la transmission glutamatergique.
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Figure 24 : Régulation de la transmission
synaptique par les astrocytes en réponse a
I’ATP et au glutamate relachés par le
neurone pre-synaptique. Le signal calcique
astrocytaire va induire un reldchement de
glutamate, d’ATP, et/ou de D-sérine. La
régulation de [’activité synaptique peut
également se faire via des transporteurs du
glutamate (en vert) qui sont impliqués dans la
recapture du glutamate ou son extrusion par
transport reverse induit par une augmentation
de Na" intracellulaire (Fields and Stevens-
Graham, 2002).

Malgré I’ensemble de ces données, le role physiologique et I’'importance de ces
mécanismes de transmission astrocytaire n’ont toujours pas été totalement ¢lucidés.
L’amplitude et la complexit¢ du rdle des astrocytes dépendent de la multiplicité des
gliotransmetteurs libérés par une méme cellule (Volterra and Meldolesi, 2005). Cependant, il
a ét¢ montré que la perturbation de la physiologie astrocytaire peut étre a ’origine de
certaines pathologies du systéme nerveux. Au-dela de I’activation microgliale dans les
phénomenes d’ischémie, les cellules gliales ont récemment ¢été impliquées dans des
pathologies telles que ’épilepsie, la sclérose amyotrophique latérale ou I’encéphalopathie
hépatique (Seifert et al., 2006). Certains auteurs les considérent méme comme des cibles
thérapeutiques potentielles (Haydon et al., 2008).

Bien que la signalisation astrocytaire soit six fois moins rapide que la propagation
d’un potentiel d’action, son implication dans 1’activité neuronale ne fait aujourd’hui plus

aucun doute (Fig. 24).

62



Contexte scientifique

I1I. Signalisation calcique
1. Généralites
1.1 Le calcium

C’est dans le début des années 1880 que I’importance de l'ion calcium libre (Ca*")
dans les tissus biologiques fut mise en évidence par Sydney Ringer, notamment par son
implication au niveau de la contraction cardiaque (Bregestovski and Spitzer, 2005). L’ion
calcium est le messager intracellulaire le plus versatile et universel découvert a ce jour : il est
impliqué dans la régulation de trés nombreux processus cellulaires et est responsable
d’événements majeurs pendant toute la vie de la cellule. Dés les premiers instants qui suivent
la fécondation puis tout au long du développement embryonnaire et adulte, il intervient dans
des processus comme la transcription, ’activation de canaux ioniques, la contraction
musculaire, la prolifération cellulaire mais également la plasticité synaptique et la mort
cellulaire (Petersen et al., 2005). A ’état de repos, la concentration cytoplasmique de Ca’"
libre est de 1'ordre de 100 nM. A partir de concentrations intracytoplasmiques de I’ordre du
uM, le calcium est capable d’activer des mécanismes cellulaires (Clapham, 1995), d’ou la
question de comprendre comment une simple élévation de calcium peut réguler autant de
fonctions cellulaires différentes tout en étant capable de cibler un processus particulier. La
régulation de ces fonctions multiples et spécifiques est due a une distribution du calcium, a
I’intérieur de la cellule, hautement contrélée dans les dimensions a la fois spatiale, temporelle
et au niveau de sa concentration (Bregestovski and Spitzer, 2005). A l'inverse des autres
messagers secondaires, le Ca’" n’est pas métabolisé : les cellules doivent donc réguler
finement sa concentration en maitrisant sa localisation et sa concentration par complexation a
des protéines de liaison, son stockage dans des compartiments cellulaires particuliers ou son
extrusion hors de la cellule (Clapham, 1995).

Pour fagonner les signaux calciques, chaque cellule exprime un set de composants que
I’on peut comparer a une boite a outils considérable (canaux, pompes, échangeurs, protéine de
liaison au Ca®',...), permettant de créer des systémes de signalisation calcique avec des
propriétés spatiales et temporelles différentes. La signalisation calcique peut étre divisée en
quatre grandes étapes (Fig. 25) :

1) Mobilisation (Fig. 25, en bleu) : ’application de stimuli extracellulaires va générer
des signaux de mobilisation du calcium a travers une grande variété de récepteurs

membranaires couplés a des protéines G, des tyrosines kinases ou autres. Ces signaux
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conduisent a la production d’InsPs, la production de ribose ADP cyclique ou de NAADP
(Nicotinic Acid Adenine Dinucleotide Phosphate).

2) Augmentation de calcium a I’intérieur de la cellule (Fig. 25, en vert, mécanismes
« ON ») : elle peut se faire par des canaux calciques répondant a des transmetteurs ou des
dépolarisations membranaires (entrée de Ca’" extracellulaire) et par des canaux calciques
intracellulaires (libération de Ca®" des stocks internes).

3) Action sur sa cible (Fig. 25, en mauve) : le Ca®" libéré dans le cytoplasme va
activer différents senseurs calciques couplés a un éventail considérable de processus sensibles
au calcium.

4) Arrét du signal (Fig. 25, en rouge, mécanismes "OFF") : afin de restaurer la
concentration de base du calcium dans le cytoplasme, la cellule posséde des pompes Na“/Ca**
et Ca’’/ATPase sur la membrane plasmique permettant une libération a Iextérieur de la
cellule. Elle posséde également des pompes Ca’"/ATPase sur la membrane du reticulum
endoplasmique, favorisant une recapture dans les stocks calciques. Ces mécanismes doivent
étre tres efficaces pour garantir un retour a la normale rapide et ne pas induire des processus

de morts cellulaires inhérents a toute perduration du signal calcique.
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Figure 25: Les éléments de la boite a outils de la signalisation calcique. Les cellules
possedent de nombreux signaux mobilisateurs qui peuvent étre mixés pour créer des signaux

calciques spécifiques, et ainsi déclencher de nombreux processus physiologiques différents
(Berridge et al., 2000).
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La mise en jeu de ces outils permet de générer des signaux calciques avec un codage
spatio-temporel bien défini orientant la voie vers une cible déterminée (Berridge et al., 2000).
Grace a ce codage mais également a la compartimentalisation des événements, ['universalité
et la versatilité¢ de ce systéme de signalisation deviennent ainsi individuelles et permettent de

réguler aussi bien la croissance axonale que la fécondation (Berridge et al., 2003).

1.2. Les stocks calciques : le reticulum endoplasmique et la mitochondrie

Basiquement, la cellule a acceés a deux sources principales de calcium : une source
quasiment infinie puisée dans le milieu extracellulaire et une source interne plus restreinte,
localisée principalement dans le reticulum endoplasmique (RE) (Berridge, 1997). Le
reticulum endoplasmique, représenté par un systeme complexe de membranes invaginées, est
considéré comme une organelle de signalisation capable de répondre rapidement par des
réponses adaptatives et a long terme, devenant une source de régulation de nombreuses
fonctions cellulaires. Il joue un réle actif de réservoir de Ca*", capable d’accumuler les ions
calcium et de les libérer en réponse a une stimulation physiologique (Berridge, 1998). Le
reticulum endoplasmique contient de nombreuses protéines liant le Ca®’, localisées sur sa
membrane et dans son espace interne. Les pompes calciques (pompes ATP-ases de type
SERCA (Sarco Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase)) situées dans la membrane du RE
utilisent I’énergie de 1’hydrolyse de ’ATP pour pomper le calcium du cytoplasme vers la
lumiére du reticulum ou il sera séquestré par des protéines telles que la calséquestrine ou la
calbindine 28K, qui ont une faible affinité pour le Ca’" mais une forte capacité a le lier de
manicre dynamique (Verkhratsky, 2002). Le RE contient principalement des canaux calciques
de la famille des récepteurs de la ryanodine (RyR), de la famille des récepteurs de 1’InsPs,
mais également quelques récepteurs de la famille des récepteurs sensibles au NAADP ou
encore des récepteurs découverts plus récemment, des canaux polycystine-2 (faisant partie de
la famille des protéines TRP : Transient Receptor Potential) (pour revue Verkhratsky et Butt,
2007). Les récepteurs RyRs sont généralement activés par les ions calcium cytosoliques (en
général provenant d'une entrée de Ca®" externe) et agissent comme des amplificateurs des
signaux calciques. Les récepteurs de 1'InsP; sont, quant a eux, des canaux calciques activés
par un messager secondaire, 1’InsPs, qui va agir sur ces récepteurs et induire une libération de
calcium du RE. Cependant, 1’activation des InsP;Rs est également régulée, en partie, par le

Ca®" cytosolique libre (Berridge et al., 2000).
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Un autre organite intracellulaire capable de séquestrer le calcium est la mitochondrie.
Elle est capable de tamponner le Ca®>" cytoplasmique rapidement, malgré des systémes de
transporteurs de faible affinité pour le Ca*" (Clapham, 1995). Les mitochondries participent
activement a la signalisation calcique de par leur capacité a accumuler rapidement puis a
relacher des quantités importantes de Ca>", ce qui permet de moduler les concentrations de
Ca®" libre cytoplasmique. Ces élévations rapides de calcium a Iintérieur des mitochondries
semblent importantes dans la régulation de leur dynamique cellulaire mais également dans la
participation des mitochondries a des processus de mort cellulaire (Rimessi et al., 2008). Des
contacts étroits entre le reticulum endoplasmique et les mitochondries ont été mis en
évidence, ce qui laisse supposer I’importance de cet organite dans la régulation de la

signalisation calcique (Szabadkai et al., 2006).

Dans la suite de ce paragraphe sur le calcium, je vais décrire plus particuliérement

I’implication du calcium dans I’activité neuronale et gliale.
2. Activités calciques dans les cellules neuronales

Chez 1’adulte, les cellules nerveuses sont capables de transmettre rapidement des
informations sous la forme de signaux électriques. A 1’état basal, le potentiel de repos des
neurones est négatif (entre -40 et -90 mV) et ’ouverture de certains canaux membranaires va
induire un flux d’ions a travers la membrane plasmique, rendant localement et transitoirement
le potentiel transmembranaire positif (pour revue voir Purves et al., 2003). Le calcium est
impliqué dans la régulation de quasiment toutes les fonctions et réactions cellulaires.
L’exception la plus connue est probablement la propagation des potentiels d’action le long de
la membrane axonale en direction des synapses, qui dépend de canaux sodiques et
potassiques, non régulés par le calcium. Cependant ’arrivée des potentiels d’action au niveau
de la synapse terminale va induire 1’ouverture de canaux calciques dépendants du voltage et
une entrée de Ca®" extracellulaire nécessaire a la fusion des vésicules synaptiques a la
membrane et a la libération de neurotransmetteurs dans la fente synaptique (pour revue voir,
Purves et al., 2003 chapitre 5, p99-103). L’exocytose responsable de la transmission
synaptique est déclenchée par la libération de calcium a partir de deux sources : le mécanisme
classique est médi¢ par I’entrée de calcium a travers les canaux dépendants du voltage
(VOCs; Voltage Operated Channels) mais il y a également une libération de calcium a partir

du reticulum endoplasmique qui contribue a la régulation de la libération des transmetteurs
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(Fig. 26). Les neurotransmetteurs libérés peuvent conduire a des entrées de calcium au niveau
post-synaptique par leur action sur des récepteurs, comme par exemple les récepteurs NMDA
(Berridge, 1998).

Le reticulum endoplasmique contient une concentration de calcium de I’ordre de 300 a
800 uM (Verkhratsky, 2002). Dans les neurones, il apparait comme un réseau membranaire
continu a travers toute la cellule, avec cependant 1’émergence de régions spécialisées,
notamment au niveau dendritique. Il est considéré par certains auteurs comme un neurone
dans le neurone (Berridge, 1998, 2002). Au niveau dendritique, la sortie de Ca®" stocké dans
le RE se fait par l'intermédiaire des deux familles de canaux calciques intracellulaires : les
RyR (essentiellement de type 2 dans le cerveau) et les récepteurs de I’InsPs. Le processus de
régénération du signal calcique, suite a la libération de Ca®" intracellulaire par 1’activation de
ces récepteurs, est responsable de I’amplification des signaux calciques venant de 1’extérieur.
L’idée de base est que I’entrée de Ca”" a travers les récepteurs ou les canaux dépendants du
voltage au niveau de la membrane plasmique va produire une ¢lévation de calcium
intracellulaire par stimulation de la libération des stocks internes. La libération de Ca>" par le
RE va moduler ’excitabilité neuronale en altérant le potentiel de membrane et participe a
I’apparition des courants d’hyperpolarisation ou de dépolarisation suivant un potentiel
d’action unique ou de "bursts" de potentiel d’action. Elle module également la libération de
neurotransmetteurs, la plasticité synaptique ou encore la transcription génique (Berridge,

1998).

Figure 26: Représentation de
la signalisation calcique dans
les neurones. L’entrée de
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3. Activités calciques dans les cellules gliales

Les cellules gliales possedent I’ensemble des composants de la machinerie de
signalisation et d’homéostasie calcique. Une des différences importantes entre les cellules
gliales et neuronales est une trés faible quantité de canaux calciques dépendants du voltage
exprimés par les cellules gliales (MacVicar, 1984). Ces canaux calciques dépendants du
voltage ont été décrits sur les précurseurs gliaux et les cellules gliales immatures mais leur
expression sur les cellules gliales matures reste encore inexplorée. L’entrée du calcium dans
les cellules gliales matures se fait donc essentiellement par des canaux perméables au
calcium, activés par des ligands. Ce sont principalement des récepteurs glutamatergiques
ionotropiques de type AMPA et des récepteurs purinergiques P2X qui jouent ce role
(Verkhratsky et al., 1998).

La source majeure de calcium dans les cellules gliales est le reticulum endoplasmique.
La concentration calcique contenue dans le RE des cellules gliales varie entre 100 et 300 uM.
Elle est donc plus faible que celle des neurones (pour revue, Verkhratsky ant Butt, 2007). Les
différents types de cellules gliales contiennent tous de nombreux récepteurs métabotropiques
membranaires dont 1’activation va induire une augmentation d'InsP; dans le milieu
cytosolique. L’InsP3 va agir sur les InsP;Rs et il semble que les cellules gliales ne possedent
pas de récepteurs RyRs fonctionnels (Beck et al., 2004). Bien que certaines études stipulent
que les astrocytes et les cellules microgliales expriment ces récepteurs RyRs, ils jouent un
role relativement mineur, voire nul, dans la signalisation calcique des cellules gliales. Les
RyRs semblent cependant avoir un role important dans la maturation des cellules gliales car
ils sont présents et fonctionnels sur les progéniteurs et les oligodendrocytes immatures (pour
revue, Verkhratsky, 2007, chapitre 5.5.2).

L’action de I’InsP; sur les InsP;Rs va conduire a une libération rapide de calcium; ce
mécanisme semble étre le principal mécanisme de signalisation dans les cellules gliales
(Verkhratsky et al., 1998) .

La libération de calcium du RE va entrainer 1’ouverture de canaux membranaires de
type SOCs (Store Operated Channel), présents en abondance sur tous les types de cellules
gliales. Si ces canaux sont ubiquitaires dans toutes les cellules, leur identification au niveau
moléculaire est récente (Potier et al., 2008). Cependant, ils ont un réle fonctionnel tres
important : leur activation va permettre de prolonger les signaux calciques et d’augmenter la
durée de stimulation. L'équilibre entre la libération de calcium, la recapture dans le RE et

I’entrée par les SOCs détermine la forme du signal calcique résultant, qui peut varier
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fortement en passant d’une réponse trés transitoire a une ¢lévation de calcium pouvant durer
plusieurs centaines de secondes (Verkhratsky et al., 1998).

En condition physiologique, les cellules gliales sont activées par une stimulation bréve
et locale de neurotransmetteurs. Cette stimulation va produire des événements calciques
localisés qui vont pouvoir se propager a ’intérieur de la cellule mais également dans les
cellules voisines par des vagues de calcium. Ces vagues circulent sur des distances
relativement longues a travers un syncytium astrocytaire, mais elles se propagent également
en dehors de ce syncytium par libération de messagers extracellulaires qui vont pouvoir agir
sur les neurones, les oligodendrocytes et la microglie situés aux alentours (Araque et al.,
2001). La propagation des signaux calciques est une fonction principalement astrocytaire et
conduit a de nombreux mécanismes incluant : 1) la diffusion intercellulaire directe d’InsPs via
les jonctions communicantes de type gap (Venance et al., 1997), 2) la libération de messagers
extracellulaires diffusibles, comme par exemple I’ATP, capables d’entrainer la libération de
calcium via l'activation des récepteurs métabotropiques sur les cellules voisines, 3) la
libération d’un messager extracellulaire au niveau d’une seule cellule qui va pouvoir diffuser
sur une longue distance et 4) de nombreuses autres conséquences (pour revue, voir
Verkhratsky and Butt, 2007), (Fig. 27).

Ce panel d’acteurs implique un réle important de la signalisation calcique dans la
physiologie des cellules gliales et leur confére une forme d’excitabilité cellulaire méme si
I’activité électrique reste le langage des neurones. Cette activité calcique peut €tre spontanée,
c'est-a-dire survenir en dehors de toute activité neuronale et ainsi fournir une source autonome
de glutamate pouvant générer et moduler 1’activité neuronale en dehors de toute stimulation

extérieure (Perea and Araque, 2005)
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Figure 27 : Représentation de I’hétérogénéité de la signalisation calcique dans les cellules
gliales. La présence de récepteurs métabotropiques et de récepteurs a l'InsP; (IICR sur le
schéma pour InsP3 Induced Calcium Release) est commune a [’ensemble des cellules gliales :
c’est la voie principale de signalisation calcique de ces cellules. L expression ou [’activation
des différents composants de la machinerie de signalisation calcique entraine des réponses
tres hétérogenes pouvant varier d’'un simple pic de calcium a des réponses biphasiques ou

oscillatoires (Verkhratsky and Kettenmann, 1996).

Bien que les neurones et les cellules gliales possedent la méme machinerie de
signalisation calcique, il existe cependant de grandes différences concernant sa mise en jeu et
ses caractéristiques : 1) I’initiation du signal calcique neuronal résulte a la fois d’une entrée de
calcium extracellulaire, principalement par des canaux dépendants du voltage, et d’une
libération des stocks internes, tandis que 2) le signal calcique des cellules gliales dépend
essentiellement de la libération de Ca®" des stocks internes et 3) le signal calcique glial peut se
propager a travers les cellules gliales pour agir a distance sur des cellules gliales ou
neuronales. De méme, le ciblage et les conséquences fonctionnelles du signal seront trés
diverses en fonction des senseurs présents, de la compartimentalisation du signal, de son
information spatio-temporelle et des acteurs mis en jeu au sein du réseau neurono-glial. Dans
tous les cas, l’initiation de ces mouvements calciques implique de nombreux systémes
régulateurs qui vont déterminer 1’amplitude et la durée du signal, incluant la participation de
protéines chélatrices, des pompes et des échangeurs calciques transportant le calcium a

I’extérieur de la cellule ou a ’'intérieur du RE et de la mitochondrie.
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Objectifs

Malgré les avancées des recherches en cours, les mécanismes qui sous-tendent
I’efficacité de la SHF du NST sont encore loin d’étre élucidés. Notamment, cette thérapie
neurochirurgicale  souléve de  nombreuses questions fondamentales  d’ordre
physiopathologique, qui concernent les interactions entre les réseaux appartenant aux
différentes voies des ganglions de la base. Dans ce cadre, mon projet avait pour but de
décrypter certains des mécanismes cellulaires se mettant en place au sein de la SNr sous
I’effet de la SHF du NST, en me focalisant sur I'implication des cellules gliales dans la
réponse de cette structure de sortie des ganglions de la base. En effet, les études récentes
concernant ces cellules gliales ont permis d'aboutir au double constat : qu’elles sont fortement
impliquées 1) dans l'activité neuronale et la modulation de cette activité et 2) dans certaines
pathologies du systeme nerveux (pour revue, voir Fields et coll., 2002). Sachant que
l'excitabilité gliale repose sur la mise en jeu d'un signal calcique, nous avons utilisé 1'imagerie
calcique comme moyen de visualisation de l'activité gliale. Nous avons appliqué cette
technique a des tranches de cerveau de rat contenant & la fois le NST et la SNr afin de
préserver les connexions entre ces deux structures et le réseau cellulaire nigral. Cette
approche était extrémement complémentaire des techniques physiologiques, neurochimiques
et neuroanatomiques déja utilisées dans le laboratoire.
Nous savions que la stimulation du NST conduit a une activation des neurones de la SNr
(Maurice et al., 2003) accompagnée d’une augmentation de la concentration extracellulaire de
glutamate et de GABA (Windels et coll., 2000). Nous nous sommes donc intéressés a

I’implication possible des cellules gliales dans ces mécanismes a travers les objectifs suivants:

1. Dans un premier temps, nous allons caractériser les différents types de populations
cellulaires, neuronales et gliales, composant la SNr afin de voir I’importance et la diversité
des populations gliales.

2. Dans un deuxiéme temps, nous allons déterminer les caractéristiques fonctionnelles
des cellules gliales nigrales de la SNr, en nous focalisant notamment sur la présence de
certains récepteurs activés par des neurotransmetteurs pouvant étre libérés au sein de la SNr.

3. Dans un troisieme temps, nous allons déterminer si les cellules gliales répondent a
la stimulation électrique du NST en essayant d’identifier quels sont les récepteurs impliqués

dans cette réponse.
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4. Enfin, nous allons caractériser certains des neuro et gliotransmetteurs libérés au sein

de la SNr et impliqués dans la réponse calcique observée lors de la stimulation électrique du
NST.

L'ensemble de ces résultats va peut-&tre permettre d'envisager une éventuelle

implication des cellules gliales dans les effets de la stimulation électrique du NST.
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I. Animaux

Les expériences présentées dans ce travail sont réalisées sur des rats males Sprague-
Dawley (Elevage Janvier, France), agés de 17 a 21 jours. Les animaux sont maintenus dans
I’animalerie a une température constante de 24°C, sous un cycle de lumiére/obscurité¢ de 12
heures. A ce stade, les animaux n’étant pas encore sevrés, ils sont laissés en présence de la
mere recevant nourriture et boisson a volonté. L’ensemble des expériences conduites sur ces
animaux est réalis€¢ en accord avec la Directive Européenne de 1986 (86/609/EEC) et le

ministére de 1’agriculture (autorisation numéro 38-R 1001).

I1. Préparation des tissus

1. Principe du modeéle utilisé : la tranche aigue de cerveau

Afin de maintenir au mieux l'intégrité physiologique des structures et des cellules, des
coupes épaisses sont réalisées a 1’aide d’un vibratome (Leica VT1000S) qui permet un
contrdle de la coupe avec une épaisseur réguliére et un maintien de I’environnement cellulaire
qui compose la tranche ainsi obtenue. Nous avons utilisé une vitesse de coupe tres lente et un
mouvement de vibration rapide de la lame, ce qui assure un minimum de 1ésion cellulaire. Les
tranches de cerveau sont réalisées dans du liquide cérébro-rachidien artificiel prérefroidi a
-20°C pendant quelques minutes et maintenu froid avec un mélange de glace plus éthanol
(température controlée entre 0°C et +4°C maximum), afin de limiter les activités cellulaires,

notamment celles des canaux et des pompes impliqués dans les processus de mort cellulaire.

2. Protocole expérimental

Les rats sont anesthésiés par une injection intra-péritonéale de kétamine (100 mg/kg,
Imalgéne® 1000, Merial, France) puis sacrifiés par décapitation. Une fois sorti de la boite
cranienne, le cerveau est rapidement placé dans du liquide cérébro-rachidien artificiel froid
(ACSF : Artificial Cerebro-Spinal Fluid), pauvre en calcium et riche en magnésium (NaCl :
126 mM, KCI: 2,5 mM, KH,PO4 : 1,2 mM, CaCl, : 0,5 mM, MgSO, : 7 mM, NaHCOs : 25
mM, glucose : 11 mM), carboxygéné par 95% O,/ 5% CO,. La faible concentration de
calcium extracellulaire permet de limiter les entrées de calcium dans la cellule et une forte

concentration en magnésium sert a inhiber 1’activation des récepteurs NMDA : ces deux
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précautions combinées a la température proche de 0°C conduisent a diminuer les phénomenes
d’excitoxicité. Le cerveau est ensuite collé sur sa partie dorsale et a plat, sur la platine d’un
vibratome de facon a réaliser des coupes horizontales de 300 pm d’épaisseur. Les tranches
contenant a la fois la SNr et le NST sont récupérées et placées dans de I’ACSF (NaCl : 126
mM, KCI: 2,5 mM, KH;PO4: 1,2 mM, CaCl, : 2,5 mM, MgSO,: 1,2 mM, NaHCOs : 25
mM, glucose : 11 mM) carboxygéné, complété par | mM de sodium pyruvate et 250 uM
d’acide kynurénique (antagoniste large des récepteurs glutamatergiques de type NMDA et
AMPA/kainate) afin de limiter I’effet excitotoxique du glutamate et du kainate pouvant étre
libérés pendant la coupe tissulaire (Beurrier et al., 2006). Les tranches de cerveau sont laissées
1 heure a température ambiante dans ce milieu afin de permettre un retour progressif des
activités cellulaires et notamment la remise en action des processus de signalisation

impliquant les canaux, les pompes ioniques, les enzymes, etc...

II1. Validation du modéle de tranche de cerveau

1. Mesure de la viabilité cellulaire

Afin de vérifier la viabilité des cellules de la SNr sur nos tranches de cerveau ainsi
obtenues, nous avons appliqué de I’iodure de propidium, un marqueur fluorescent qui se fixe
spécifiquement au niveau des acides nucléiques mais qui ne traverse pas les membranes
lipidiques des cellules intactes. Pour visualiser toutes les cellules, les tranches de cerveau sont
préalablement incubées pendant 30 minutes avec du Hoechst 33342 (marqueur vital des
noyaux des cellules; Molecular Probes) a 5 uM dans de ’ACSF, a DI’obscurité et sous
carboxygénation. L’iodure de propidium a 0,75 pM (Molecular Probes) est ensuite ajouté
dans le milieu pendant 1 minute. Les tranches sont rincées 3 fois dans de I’ACSF, puis
placées dans la chambre du microscope pour observation. Ces expériences sont effectuées sur
des tranches de cerveau chargées ou non avec la sonde calcique. Ces mesures de viabilité sont
réalisées toutes les heures, durant le protocole utilisé pour I’imagerie, c'est-a-dire
immédiatement apres la coupe et sur une durée allant jusqu’a 5h30 apres la coupe.

Le microscope utilisé n’étant pas équipé d’un laser UV, ’acquisition des images est réalisée a
’aide d’un appareil photo numérique (Nikon Coolpix E990, Japon) mis a la place d’un des

oculaires du microscope par I’intémédiaire d’un adaptateur (Coolpix MDC lens, Japon).

74



Matériel et Méthodes

2. Tragage de voies

Afin de s’assurer de I’intégrité des connexions entre le NST et la SNr, un tragage de
voies est réalisé¢ par application d’un traceur fluorescent rétrograde et antérograde, le Dil
(1,1'-dioctadecyl-3,3,3",3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate, Molecular Probes). Ce
traceur est un marqueur lipophile qui s'intégre dans les membranes et diffuse dans celles-ci
pour finalement marquer la cellule entiere. Il est notamment utilis¢ pour visualiser les
prolongements axonaux des cellules neuronales. Aprés obtention des tranches de cerveau,
celles-ci sont fixées dans une solution de paraformaldéhyde 4% pendant une nuit a
température ambiante. Les tranches contenant a la fois le NST et la SNr sont ensuite rincées
en PB 0,IM (K3POy4 : 0,1 M, NasPOy4: 0,019 M, pH 7,2) et un cristal de Dil est placé soit au
niveau de la SNr soit au niveau du NST. Aprés pénétration du cristal dans le tissu, les
tranches sont rincées 2 fois 10 minutes en tampon PB 0,1 M, conservées a I’obscurité et a
température ambiante pendant 4 semaines pour E&tre ensuite observées en microscopie

confocale.

IV. Identification des populations cellulaires présentes dans la substance noire réticulée

Afin d’identifier la nature des différents types cellulaires présents au sein de la SNr,

nous avons réalisé plusieurs expériences d’immunomarquages

1. Marquages immunohistochimiques

La technique d’immunohistochimie est basée sur 1’interaction anticorps-antigéne, ce
complexe étant ensuite révélé par un deuxiéme anticorps conjugué a un marqueur fluorescent.
Le mode¢le de tranche utilisé est le méme que pour I’'imagerie, des tranches de 300 um
d’épaisseur afin de pourvoir comparer les résultats.

Apres la coupe, les tranches de cerveau sont fixées en solution de paraformaldéhyde 4% dans
du TBS-TX (Tris Base: 0,1 M, NaCl: 0,15 M, Triton X-100: 0,2%) pendant l1h a
température ambiante et sous agitation douce. Elles sont ensuite rincées en TBS-TX puis
incubées dans une solution de saturation comprenant 3% BSA (Bovine Serum Antigen,
Jackson ImmunoResearch Laboratories), 3% NGS (Normal Goat Sérum, Interchim) et 0.2%
de Triton-X100 dans du TBS, pendant 30 minutes. Cette étape permet de saturer les sites de

fixation non spécifiques. Par la suite, les tranches de cerveau sont incubées une nuit a

75



Matériel et Méthodes

température ambiante avec les anticorps primaires adéquats dilués dans la solution de
saturation. La nature ainsi que la dilution utilisée pour chaque anticorps sont indiquées dans le
tableau 2. Apres ringcage au TBS-TX, les tranches sont incubées pendant 2h a température
ambiante, avec les anticorps anti-espéces appropriés, anti-IgG de lapin ou anti-IgG de souris,
couplés a 1I’Alexa 488 (Molecular Probes) ou a la cyanine 3 (Jackson ImmunoResearch
Laboratories). Ces anticorps secondaires sont dilués au 1/1000 dans la solution de saturation.
Les tranches sont ensuite rincées en tampon TBS puis montées entre lame et lamelle avec le
liquide de montage Vectashied (Vector Laboratories Inc.). En fonction des doubles
marquages réalisés, les noyaux sont contre-colorés soit au DAPI (inclus dans le milieu de
montage, Di Aminido Phenyl Indol, 1.5 pg/ml) soit au TO-PRO-3 iodide (Invitrogen, 1/1000),
au Hoechst 33342 vital (Sigma) ou encore au Syto® 83 orange (Molecular Probes). Ces
différents agents ont été¢ choisis en fonction de leurs propriétés optiques, du matériel de
détection utilisé et des marquages auxquels ils sont couplés : le DAPI et le Hoechst sont des
agents excités dans ’UV, le TO-PRO a la particularité¢ d’étre excité a une longueur d’onde de
633 nm différente de celle de la cyanine 3 (554 nm), tandis que le Syto® 83 est excité a une
longueur d’onde de 543 nm, proche de celle de la cyanine 3. Les images sont acquises sur un
microscope confocal TCS-SP2 (Leica, Deerfield, IL), équipé d’un objectif x20. Les images

sont stockées, observées puis superposées grace au logiciel Adobe Photoshop CS.

AT Dilution .
Symbole Nom Spécificité Type utilisée Fournisseurs
NeuN | Ac anti-Neuronal Nuclei Neurone Monoclonal | 1/500 Chemicon
S100p Ac anti- S100p Astrocyte POIYIC;I‘)’;aI el 17100 Sigma
GFAP Ac antl-Gllal Fll?rlllary Astrocyte Polyclqnal de 1/1000 Dako
Acid Protein lapin
Ox-42 Ac anti-CD11b Microglie Monoclonal | 1/100 AbCys
Ac anti-Cyclic
CNPase Nucleotide Oligodendrocyte | Monoclonal | 1/100 Sigma
Phosphodiesterase
Ac anti-NG2 Chondroitin Cellule Millipore
DG2 Sulfate Proteoglycan | progénitrice NG2 Monoclonal | 1/100 (Upstate)
TH Ac anti-Tyrosine Nepronq Monoclonal | 1/400 Chemicon
Hydroxylase dopaminergique
Ac anti-glutamine Neurone Polyclonal de .
Er Ll decarboxylase GABAergique lapin 17200 Sigma

Tableau 2 : Nature et dilution des anticorps primaires utilisés pour I’identification des

différents types cellulaires présents au niveau de la SNr.
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2. Fixation du Fluo-4

Le Fluo-4 est une sonde calcique qui devient fluorescente apres avoir été désesterifiée
par les estérases a l'intérieur des cellules. La perméabilisation des cellules pour les
expériences d’immunohistochimie engendre la perte de la fluorescence par diffusion de la
sonde dans le milieu extracellulaire. Afin d’établir une corrélation entre les populations
cellulaires présentes dans la SNr et les populations chargées en sonde calcique, nous avons
appliqué un protocole de fixation du Fluo-4 utilisant de DI’EDC (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide, Sigma). L’EDC est une carbodiimide qui fixe les
chélateurs en préservant la morphologie des cellules et les sites antigéniques permettant ainsi
la réalisation de marquages immunohistochimiques (Tymianski et al., 1997).

Aprés chargement, les tranches sont fixées avec une solution de paraformaldéhyde 4% et 10
mg/ml EDC dans du PBS (NaH,PO,: 31,6 mM, Na,PO,: 68,4 mM, NaCl: 150 mM),
pendant 1 heure a température ambiante, dans 1’obscurité. Elles sont ensuite rincées cinq fois
en TBS-TX. Ce n’est qu'une fois cette étape de fixation effectuée, que les différents
marquages immunohistochimiques avec les anticorps spécifiques sont réalisés pour

I’identification des populations cellulaires nigrales (cf Matériel et Méthodes § IV.1).

3. Marquage des astrocytes et des progéniteurs des oligodendrocytes a I’aide d’'un
dipeptide

Dans certaines expériences, nous avons utilisé un colorant vital, le dipeptide B-Ala-
Lys couplé a un fluorophore AMCA (B-Ala-Lys-Ne-AMCA) pour marquer les cellules gliales
de type astrocytaire (I et II) et les précurseurs d’oligodendrocytes (O-2A). Ce dipeptide va
s’incorporer de fagon spécifique dans les cellules gliales exprimant le transporteur PEPT2
(Peptide Transporter 2). Ce transporteur, couplé aux protons et dépendant du sodium, permet
le transport de di ou tripeptides a travers la membrane grace a un gradient électrochimique de
protons. Ce dipeptide est donc incorporé uniquement par des cellules vivantes (Dieck et al.,
1999).

Les tranches sont incubées en présence de Fluo-4 et de dipeptide B-Ala-Lys (40 uM)
dans de I’ACSF pendant 2h a 35°C. Elles sont ensuite laissées au repos dans de I’ACSF
pendant 1h, afin de permettre la désesterification du Fluo-4, puis, si nécessaire, elles sont

fixées dans une solution de fixation contenant 4% de paraformaldéhyde et 10 mg/ml d’EDC
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dans du PBS, dans les mémes conditions que décrites précédemment (cf Matériel et Méthodes

§ V1.2).

4. Détermination des pourcentages de cellules de chaque type cellulaire au sein de la
substance noire réticulée

Les analyses des données immunohistochimiques sont réalisées manuellement. Pour
chaque marquage, les comptages sont effectués sur 10 a 15 tranches de cerveau de différents
animaux, en prenant 2 zones (390 um x 390 pm) de comptage sur chaque tranche.

Pour chaque zone, on détermine le pourcentage de cellules marquées par 1’anticorps
spécifique par rapport au nombre total de noyaux (100%). La valeur finale correspond a la
moyenne des pourcentages établie dans chaque zone, pour ’ensemble des tranches. Pour
valider cette méthode, certains comptages (notamment pour les marquages Ox-42) ont été
réalisés par deux expérimentateurs différents sur un échantillon d’environ 5 tranches. Les
comptages ¢étant statistiquement similaires, ils ont ensuite ¢été réalisés par un seul

expérimentateur.

V. Imagerie calcique

1. Principe de l'imagerie calcique

L’imagerie calcique permet, avec 1’aide d’indicateurs fluorescents de synthese, de
suivre la cinétique des variations des concentrations de calcium libre cytoplasmique, dans les
cellules vivantes. L’utilisation de molécules fluorescentes pour détecter des constituants
moléculaires des cellules par le biais de sondes spécifiques a été une véritable révolution en
biologie cellulaire, et reste aujourd’hui une méthode de choix particulierement résolutive en
imagerie.

La sonde calcique utilisée dans ce travail est le Fluo-4 AM, un chélateur du Ca®"
dérivé du BAPTA (1,2-bis (2-aminophenoxy) éthane-N,N,N’ N’-tetraacetic acid) et couplé a
un ester. Cet indicateur permet une détection sur un large spectre de concentration et est peu
phototoxique. La sonde liée a un ester est inactive et non fluorescente. Elle doit étre
désesterifiée pour devenir active et fluorescente. Cette liaison ester lui confere sa lipophilie et

lui permet de pénétrer de fagon passive a l'intérieur des cellules ou elle se retrouve en

présence des estérases intracellulaires qui vont couper le résidu ester, la rendre hydrosoluble
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et la piéger dans le compartiment cytoplasmique. Le Fluo-4 est faiblement fluorescent a 1’état
libre et voit sa fluorescence augmenter fortement lorsqu’il se lie au calcium, ce qui permet de
suivre les variations intracellulaires de calcium libre (Gee et al., 2000), (Fig. 28).

Le Fluo-4 a une constante d’affinité¢ de liaison au calcium de 345 nM. Sa fluorescence peut
augmenter de plus de 100 fois lors d’une €lévation de calcium intracellulaire, par chélation du
calcium libre. Cette sonde calcique apporte un bon compromis entre une détection de faibles
mouvements de calcium, de 1’ordre d’une centaine de nanomolaire, et un respect de la

dynamique de recapture et d’extrusion du calcium en fin de signal.

Ex = 488 nm

Figure 28: Spectre d’émission de
fluorescence du Fluo-4 (courbe bleue)
et du Fluo-3 (courbe rouge) a
concentration égale, dans des solutions
contenant de 0 a 39.8 uM de calcium
libre. (excitation a 488 nm, filtre
d’émission > 520 nm)(Gee et al., 2000).

39.8 UM free Ca®

Fluorescence emission

Wavelength (nm)

2. Chargement des tranches de cerveau en Fluo-4

Les tranches de cerveau obtenues précédemment (cf Matériel et Méthodes § 11.2) sont
incubées en présence de Fluo-4 AM pendant 1h. Elles sont placées dans une solution de 2 ml
d’ACSF-Hepes 10 mM contenant 5 uM de Fluo-4 AM (Molecular Probes), 0,0025% de
Cremophor EL, 0,005% de Pluronic F127, 0,5% de DMSO. Le Pluronic F127 et le
Cremophor EL sont deux détergents non ioniques qui facilitent le passage de la sonde
calcique a travers les membranes des cellules en favorisant la formation de micelles (Ikegaya
et al., 2005). Ils sont utilisés a de trés faibles quantités pour ne pas étre toxiques pour les
cellules. Avant utilisation, le milieu de chargement est soniqué pendant 15 min a 4°C pour

que les micelles formées soient les plus petites possibles et s’incorporent en plus grande
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quantité dans les cellules. Le chargement des tranches de cerveau s’effectue a une température
de 35°C afin d’optimiser la pénétration et P’activité des estérases permettant la
désestérification de la sonde calcique a I’intérieur des cellules. Pendant 1’heure de
chargement, les tranches sont carboxygénées pendant 30 min seulement par apport du
mélange 95% 0,/5% CO; en surface de la chambre d’incubation, puis la carboxygénation est
arrétée car l'oxygene est un "quencher" chimique pouvant entrainer un effet d’extinction de la
fluorescence de la sonde, par diminution du rendement quantique du fluorochrome.

Apres le chargement, les tranches de cerveau sont transférées dans de I’ ACSF oxygéné
complémenté¢ de 1 mM de sodium pyruvate et 250 uM d’acide kynurénique (pour prévenir
tout effet toxique li¢ a une libération excessive de kainate dans le milieu), a température
ambiante. Ceci permet 1) de limiter une entrée prolongée de la sonde a I’interieur des cellules,
ce qui pourrait conduire un un effet tampon du calcium (chélation), 2) de limiter I’effet du
DMSO et de I’acide pluronique sur une durée trop importante et 3) de permettre la

continuation de la désesterification.

3. Montage expérimental

Le microscope utilis¢ (Nikon E600FN) est un microscope droit a épifluorescence,
équipé notamment d’un objectif a immersion a eau x20, d’ouverture numérique de 0,5. La
source lumineuse utilisée pour 1’observation en épifluorescence est une lampe a vapeur de
mercure (HBO 100W) dont le rayonnement est filtré en longueur d’onde par un filtre
d’excitation qui conserve une bande étroite du spectre lumineux. Pour 1’observation du Fluo-4
en épifluorescence, nous utilisons un filtre d’excitation a 480 + 15 nm et un filtre d'émission a
535 + 20 nm (Nikon). Le microscope est également équipé d’un module confocal (PCM 2000,
Nikon) qui permet I’acquisition d’images en temps réel et 1’enregistrement des variations de
fluorescence en fonction du temps. Pour 1’acquisition des données par I’intermédiaire du
module confocal, la source lumineuse est un rayon laser Argon a 488 nm focalisé¢ et le signal
de réflexion émis est filtré avec un filtre a 515 + 15 nm puis détecté par un
photomultiplicateur. Ce dernier est placé derriére un diaphragme de trés faible dimension, le
pinhole, permettant d’éliminer des signaux issus des points situés en dehors du plan focal
(Fig. 29). Le pinhole utilisé¢ dans notre étude a un diamétre de 0,5 um, ce qui permet d’obtenir
un plan focal d’environ 2 pum d’épaisseur avec un objectif d’ouverture numérique de 0,5, a

488 nm.
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L’acquisition est réalisée par le logiciel EZ2000 (Nikon) dans un format de 12 bits,
(i.e. la variation de fluorescence est définie entre 0 et 4095 en niveau de gris). Ce logiciel
permet de numériser des images sur plusieurs plans focaux, a intervalles de temps réguliers.
Dans nos conditions, des images de 512 pixels en abscisse et de 300 a 400 pixels en ordonnée
sont acquises sur un seul plan focal, ceci permettant d’enregistrer une image environ toutes
les 800 ms. Suite aux travaux de Shen and Johnson (2006), on sait que la durée des courants
excitateurs post-synaptiques enregistrés au niveau des neurones de la SNr sous stimulation
¢lectrique du NST est d'environ 500 ms. Si ces courants sont couplés a des signaux calciques,
notre résolution temporelle de 800 ms devrait permettre de les observer. Les fichiers
enregistrés sont ensuite analysés grace au logiciel CalSignal (Platel et al., 2007) et les

résultats sont exportés vers un logiciel Excel (Microsoft) ou SigmaStat (Systat).
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Figure 29: Représentation schématique du principe du microscope confocal. Le laser Argon
émet un rayon lumineux qui est dévié par un miroir dichroique vers [’échantillon. Le rayon
lumineux émis en retour est dirigé vers un pinhole d’émission qui permet d’obtenir les
informations ne concernant qu'un seul plan focal. Le signal est détect¢e par un
photomultiplicateur (PMT) Le logiciel d’acquisition permet d’enregistrer plusieurs plans
focaux et d’obtenir une image superposée.

4. Protocole d’enregistrement des activités calciques

Les tranches chargées sont placées dans une chambre perfusée avec de 1I’ACSF
oxygéné, a un débit minimum de 1 ml par minute. Le renouvellement rapide du liquide est

indispensable a la survie des cellules. Les tranches de cerveau sont placées de fagon a ce que
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le NST se situe au niveau de l'entrée du flux dans la chambre et la SNr en sortie (Fig. 30). Les
réponses calciques sont enregistrées soit sous stimulation du NST, soit en présence de
différents agents pharmacologiques ajoutés dans le bain par perfusion. Nous avons effectué
des enregistrements de 150 images, soit pour une vitesse d’acquision de 800 ms par image,

une durée d’enregistrement d’environ 2 minutes.

Electrode de
‘ stimulation

Flux
d’ACSF

/1 Pipette d’application
d’antagonistes

Figure 30 : Protocole d’enregistrement des réponses calciques dans la SNr lors de la
stimulation électrique du NST. 4) Localisation de la SNr et du NST sur une tranche
horizontale de cerveau de rat (d’apres [’atlas Paxinos-Watson). B) Photo d’une tranche de
cerveau en lumiere transmise, grossissement x4. La SNr (pointillés gris) est bien visible par
sa couleur claire tandis que le NST (pointillés jaunes) est plus foncé. C) Partie d’'une tranche
de cerveau chargée en Fluo-4 et observeé a l'aide d'un objectif x4. L électrode de stimulation
(contour gris) est placée sur le NST (pointillés jaunes) et les antagonistes (ombre noire) sont
appliqués localement au niveau de la SNr (pointillés gris) en sens opposé du flux d’ACSF
(fleche rouge) afin de ne pas modifier I’ activité électrique des neurones du NST.

4.1 Stimulation électrique du noyau sous-thalamique

Le noyau sous-thalamique est repéré sur nos tranches en lumiére blanche, grace a sa
forme en « grain de riz » et sa situation en bordure de la capsule interne. Son repérage se fait
¢galement par sa localisation par rapport a la SNr : il se situe & environ 2,7 mm latéralement
de la ligne médiane du cerveau et 2 mm en rostral du centre de la SNr. La stimulation
¢lectrique du NST est réalisée a 1’aide d’une ¢électrode bipolaire en platine/iridium (Frederick
Haer & Co. Inc., USA). Son extrémité arrondie est formée d’un pdle interne de 25 pm de
diamétre et d’un pdle externe de 125 pm de diamétre (Fig. 31). Son impédance, donnée par le
fabriquant, est de 2-3 MQ. Les paramétres de stimulation appliqués au niveau du NST sur les

tranches de cerveau sont les suivants : 100 Hz, 100 pus, 100 pA, 1 trains de 5 stimulations
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toutes les dix images soit environ toutes les 8 secondes, et tout au long de la durée
d’enregistrement. Ces parametres ont €té choisis par rapport aux données de la littérature
(Shen and Johnson, 2006) afin de se placer au maximum d’amplitude des courants excitateurs
postsynaptiques enregistrés par cette équipe. De plus, ils sont en adéquation avec ceux utilisés
par le laboratoire chez le rat in vivo (150 Hz, 60 us, 150-250 pA), ces parametres mimant au
mieux les parametres utilisés en clinique humaine (130-180 Hz, 60 ps, 300 a 500 pA). La
stimulation est délivrée par un stimulateur Master 8 programmable (Dipsi, France) et le signal

délivre est contrdlé a 1’aide d’un oscilloscope (Hameg).
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Figure 31: Représentation schématique de [I’électrode de stimulation. (D’apreés
http://www.fh-co.com)

4.2 Application d’agents pharmacologiques

Différents agents pharmacologiques sont appliqués dans la chambre de perfusion, soit
pour induire une réponse calcique par action sur leur récepteur, soit pour inhiber une famille
de récepteurs présents sur les cellules de la structure étudiée. Les agents utilisés comme
agonistes sont appliqués par perfusion dans la chambre d’enregistrement, dans le sens du flux
d’ACSF. Le glutamate et le GABA sont appliqués des le début de 1’enregistrement et pendant
environ 40 secondes (50 images). Ceci permet d’éviter un phénomene d’exitotoxicité pour le
glutamate et de rester dans les mémes conditions expérimentales pour ’application du
GABA. L'ATP étant rapidement métabolis¢ en ADP, AMP et adénosine, il sera préparé
extemporanément lors de chacune de ses applications et sera ajouté directement dans la
chambre de perfusion.

A DPopposé, les antagonistes sont appliqués en flux inverse et de fagon trés localisée au

niveau de la SNr, ceci afin de ne pas modifier les activités cellulaires du NST. Le réglage de

83



Matériel et Méthodes

la perfusion d'antagonistes a été préalablement réalisé par application de produits fluorescents
et contrdle de leur diffusion dans la chambre. Les antagonistes sont appliqués dans la chambre
de perfusion pendant une minute avant ’application de la stimulation, et ce, pour une
meilleure pénétration tissulaire. Ils sont ensuite appliqués pendant toute la durée de
I’expérience. Ci-apres, le tableau 3 récapitule les différents agents pharmacologiques utilisés
au cours de notre étude ainsi que les différentes concentrations auxquelles ils ont été

appliqués. Ces concentrations ont été déterminées en fonction des données de la littérature.

Récepteurs | Agonistes IConcentration
utilisées
P2 ATP 100 nM Suramine 100 uM
NMDA Glutamate 100 uM D-APS 50 uM
AMPA Glutamate 100 pM CNQX 10 uM
mGlu Glutamate 100 uM LAP-3 100 uM
GABA, GABA 20 uM Bicuculline 20 uM

Tableau 3: Liste des différents agonistes et antagonistes utilisés, avec leurs concentrations
et leurs cibles pharmacologiques respectives

4.2.1 Actions sur les récepteurs glutamatergiques

Pour tous les récepteurs glutamatergiques ionotropiques et métabotropiques,
I’agoniste physiologique est le glutamate. Il a une affinité de I’ordre de 100 nM. Nous avons
utilisé une concentration de 100 pM qui est la concentration classiquement utilisée sur tranche
afin d’activer ’ensemble des récepteurs glutamatergiques.
Chaque type de récepteur est ensuite inhibé par un antagoniste pharmacologique spécifique :
- Pour les récepteurs NMDA, nous avons utilisé¢ le (R)-2-amino-5-phosphonopentanoate (D-
AP5) qui est un antagoniste compétitif a haute affinité pour les récepteurs NDMA (Kew and
Kemp, 2005). Ce composé montre une sélectivité préférentielle pour les récepteurs composés

des sous-unités NR2A et NR2B.
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- Pour les récepteurs AMPA/kainate, les antagonistes compétitifs les plus utilisés dans la
littérature, sont le 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX) et le 6,7-dinitro-
quinoxaline-2, 3-dione (DNQX), (Kew and Kemp, 2005). IIs montrent une sélectivité 20 a
150 fois plus importante pour les récepteurs AMPA que kainate, de par leur liaison
préférentielle aux sous-unités GluRs. Nous avons utilis¢ le CNQX dans notre étude.

- Pour les récepteurs métabotropiques, nous avons utilis¢ le L-2-amino-3-
phosphonopropionate (L-AP3). C’est un analogue du glutamate et, sur des tranches de
cerveau de rat, il s'aveére €tre un inhibiteur non compétitif a large spectre qui va inhiber
I’ensemble des récepteurs glutamatergiques métabotropiques. Son affinité pour les récepteurs
métabotropiques est supérieure a 1 uM et son activité¢ dépend de la concentration en calcium
extracellulaire. Bien qu'utilis¢é couramment, son mode d'action est peu connu (The
Metabotropic Glutamate Receptors, De P. Jeffrey Conn, Jitendra Patel - Humana Press, 1994)
et semble passer par une désensibilisation des récepteurs au glutamate, difficilement

réversible dans certains cas.

4.2.2 Actions sur les récepteurs GABAergiques

L’application de GABA, agoniste physiologique, permet d’activer 1’ensemble
des récepteurs ionotropiques et métabotropiques GABAergiques. Le récepteur GABAA
possede un site de haute affinité au GABA (Kd =10-20 nM) et plusieurs sites de faible affinité
(Kd = 100 nM- 1uM). Cependant, le role de ces différents sites reste encore peu connu. Nous
avons donc choisi d’utiliser une concentration de 20 puM de GABA afin d’activer I’ensemble
des sites. En dehors des sites récepteurs au GABA, le récepteur GABA, présente une variété
d’autres sites récepteurs topographiquement distincts, capables de reconnaitre des substances
pharmacologiquement actives, comme les benzodiazépines (BZDs), les barbituriques, les
neurostéroides, les anti-convulsivants ou encore l'alcool. Ces agents modulateurs changent
l'efficacité d’action du GABA en induisant une modification de l'architecture protéique du
complexe GABA,. Ce changement transforme la taille du canal ce qui modifie la
perméabilité au chlore (Henschel et al., 2008).
Afin de bloquer spécifiquement le réle du GABA, nous avons choisi d’appliquer de la
bicuculline méthiodide (BMI), qui est un antagoniste compétitif des récepteurs GABAA. Son
action au niveau du site de liaison du GABA va entrainer une diminution de 1’action du
GABA, médiée par les ions CI" (MacDonald and Olsen, 1994). La picrotoxine est un autre

antagoniste de type non compétitif qui va également induire une diminution de 1’effet
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inhibiteur du GABA en agissant au niveau du canal chlore, mais il n’agit pas au niveau du site
de liaison du GABA.

L’activation des récepteurs GABAg n’entraine pas d’augmentation calcique au sein des
cellules, ils n’interviennent donc pas dans les réponses calciques pouvant étre enregistrées en
imagerie calcique. De plus, ils sont trés peu présents au niveau des cellules gliales, (si ce n’est
au niveau de I’hippocampe, pour revue Verkhratsky and Butt, 2007), principale population
cellulaire étudiée dans ce travail, nous n’avons donc pas étudié spécifiquement l'inhibition de

ces récepteurs.

4.2.3 Actions sur les récepteurs purinergiques

Les récepteurs purinergiques sont tous activés par 1’application d’ATP. Il
existe des antagonistes particuliers a certains sous-types de récepteurs. Il existe également des
antagonistes peu spécifiques qui peuvent inhiber I’ensemble des récepteurs P2, mais il
n’existe pas, a ce jour, d’antagonistes permettant de faire la distinction entre les P2Y et les
P2X.
La suramine, utilisée dans ce travail, est un inhibiteur global des récepteurs purinergiques P2,
qui ne permet pas de faire une réelle distinction entre les P2X et les P2Y. En effet, méme si
elle semble inhiber plus spécifiquement les récepteurs P2Y, elle peut également toucher les
récepteurs P2X (Ralevic and Burnstock, 1998). Le PPDAS (pyridoxalphosphate-6-azophenyl-
29,49-disulfonic acid) est également donné¢ comme étant un antagoniste spécifique des
récepteurs P2Y, mais il agit aussi sur les P2X (Ralevic and Burnstock, 1998). Le fait que les
cellules gliales de la SNr expriment essentiellement des récepteurs de type P2Y, on a estimé

que l'effet observé était relié essentiellement a l'inhibition de ces récepteurs.

5. Traitement des résultats et analyses statistiques des données expérimentales

5.1 Analyse des fichiers bruts par ['utilisation du logiciel d’analyse Calsignal

Les fichiers bruts sont obtenus a partir du logiciel EZ2000 (Nikon) et sont ensuite
analysés par le logiciel d’analyse CalSignal (Platel et al., 2007), développé et incrémenté pour
I’analyse de nos résultats par Jean-Claude Platel (Yale University, USA). Ce logiciel permet
une détection automatique des cellules chargées en sonde calcique (ROIs : Regions Of
Interest) et une analyse compléte des variations de fluorescence se produisant au sein de

chaque ROI en fonction du temps. Plusieurs parameétres sont quantifiés : le nombre de
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réponses par région d'interét, la durée des réponses, I’amplitude des éveénements, leur
fréquence, les phénomenes de synchronie entre ROIs ou entre différentes zones choisies,
etc... Une adaptation de ce logiciel nous a permis de réaliser un calque de 1’ensemble des
ROIs déterminées sur une tranche et d’appliquer ce méme calque (en le recadrant
éventuellement si la tranche a légeérement bougé en xy) sur les différents fichiers
d’enregistrements réalisés sur la méme zone, en fonction des expériences conduites
(stimulation électrique, agents pharmacologiques). Ceci permet notamment de suivre les
réponses individuelles de chaque cellule en fonction de différentes conditions et d'établir des
corrélations entre les réponses a ces différentes conditions lors de séquences d'acquisition

successives.

5.2 Analyse statistique des données d’imagerie calcique

L’analyse statistique des résultats d’imagerie calcique a été effectuée grace au logiciel
SigmaStat. Les tests statistiques effectués sont des tests de Mann-Whitney permettant de
comparer les effets de la stimulation ¢électrique du NST sur les réponses calciques des cellules
gliales de la SNr, en absence et en présence d’inhibiteur. Pour comparer ces réponses, nous
avons effectué deux périodes de stimulation du NST espacées de 5 minutes (Fig. 32). Un
groupe témoin (sham) a été réalisé en absence d'inhibiteurs. Dans le groupe expérimental, le
nombre total de cellules répondant a la stimulation en présence d'inhibiteur est rapporté au
nombre de cellules répondant lors de la premiére période de stimulation. Ce rapport est
comparé¢ a celui réalisé dans le groupe sham en abscence d’inhibiteur, dans les mémes
conditions et permet ainsi d'évaluer le pourcentage d'inhibition de chaque antagoniste testé.
L’ensemble des données est exprimé en moyenne = SEM. Les différences significatives sont

illustrées comme suit : * p < 0,05, ** p <0,001, et *** p <0,001.

Figure 32: Schéma du protocole

SHF SHF de stimulation du NST en
4 Ri 5 mi 1 | présence  d’inhibiteurs.  Les
Sham | prEgE 2 iy " réponses  calciques de la
_ stimulation en présence
SHF SHF + antagonistes

d’antagonistes sont rapportées
aux réponses calciques obtenues
lors de la premiere stimulation et
comparées aux réponses obtenues
sur les animaux sham (témoin).

| A , Ringage 5 min | )
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VI. Patch-clamp

Au cours de ce travail doctoral, je me suis intéressée a 1’étude de I’activité électrique
des neurones de la SNr par utilisation de la technique de patch-clamp. Ce travail a été réalisé¢
en collaboration avec le Dr Corinne Beurrier et le Dr Paolo Gubellini de 1’équipe

« Interactions Cellulaires, Neurodégénérescence et Neuroplasticité » dirigée par le Dr Lydia

Kerkerian, (CNRS UMR6216, IBDM, Marseille).

1. Généralites

Toute fonction cellulaire (transmission de I'information, sécrétion, contraction,...)
s'accompagne de mouvements ioniques a travers la membrane plasmique des cellules (Neher,
1992). L'¢lectrophysiologie consiste a mesurer ces flux ioniques de part et d'autre d'une
membrane biologique. Les techniques d'¢lectrophysiologie ont permis, en étudiant la
propagation des signaux électriques entre les cellules nerveuses (potentiel d’action, courants
ioniques...), de montrer de quelle manicre le systéme nerveux gére l'information pour
produire des comportements adaptés au milieu externe et interne. Depuis une vingtaine
d'années, des techniques nouvelles, comme le patch-clamp, ont révolutionné la vision du
fonctionnement du SNC en donnant acces aux propriétés fonctionnelles des protéines-canaux
qui sont a l'origine de l'activité électrique du systéme nerveux. Ces techniques ont
considérablement ¢largi notre compréhension de la transmission des signaux cellulaires (pour

revue voir Hammond and Tritsch, 1990).

2. Technique du patch-clamp

La technique du patch-clamp, mise au point par le groupe de Neher et Sakmann dans les
années 1975-1980, permet de mesurer les courants électriques au niveau d’une cellule ou
méme d’un morceau de membrane, jusqu’a une résolution permettant de mesurer l'activité
d'un seul canal. Cette technique permet d'étudier les mécanismes de fonctionnement des
canaux ioniques d'une cellule en permettant le suivi en direct des phénomenes d'ouverture des
canaux. Le patch-clamp consiste donc a enregistrer 1’activité électrique d’un fragment
microscopique de membrane cellulaire, isolé électriquement du reste de la surface cellulaire et
ne contenant que quelques canaux. On utilise une électrode de verre, remplie d’une solution

conductrice, dont la pointe a un diametre de 1’ordre du micrometre.
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Il existe quatre configurations possibles (Fig. 33) : 1) en cellule attachée ("cell-
attached"), une configuration qui permet d'enregistrer un petit nombre de canaux en
conservant l'intégrité du milieu intracellulaire et la valeur du potentiel de membrane de la
cellule, 2) en cellule entiére ("whole-cell"), une configuration qui permet de mesurer les
fluctuations du courant global ou du potentiel membranaire tout en controlant la composition
ionique du milieu intracellulaire, 3) en configuration dite "inside-out" qui permet d'enregistrer
un petit nombre de canaux sur un morceau de membrane isolé. Dans ce cas, la face interne de
la membrane est exposée au milieu extracellulaire qui peut étre aisément manipulé et enfin 4)
en configuration dite "outside-out" qui permet d'enregistrer un petit nombre de canaux sur un
morceau de membrane isolé, la face externe de la membrane étant orientée vers l'extérieur de
la pipette. Cette configuration permet de manipuler l'environnement extérieur et notamment la

concentration en neurotransmetteurs pour les récepteurs impliqués dans la neurotransmission.

CELLULEATTACHEE CELLULE ENTIERE

Figure 33: Représentation schématique des quatre
configurations de patch-clamp. Au centre,
représentation schématique d’une pipette de patch sur
un neurone, et autour les différentes configurations :
en cellule attachée, cellule entiere, inside-out et
outside-out (modifié d’apres Neher et Sakmann, 1992)

INSIDE-OUT QUTSIDE-OUT

Les deux principales méthodes d’enregistrement du patch-clamp sont 1) le « voltage-
clamp » ou 1’on mesure un courant en imposant un voltage donné et 2) le « current-clamp »,
ou, dans ce cas, un voltage est mesuré en imposant un courant donné. Le principe de la
mesure repose sur l'utilisation de la loi dOhm U = R.1, ou U est le voltage, R la résistance et |

le courant.

3. Montage expérimental

Pour réaliser des expériences de patch-clamp, on utilise un montage avec les
connexions suivantes : la cellule est reliée via une pipette de patch a une téte d'amplificateur,
elle-méme connectée a un amplificateur, lui-méme en lien avec un ordinateur permettant

I’acquisition des données (Fig. 34).
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La téte de I’amplificateur est la partie la plus importante car elle remplit les deux
fonctions principales : 1) elle transfere le signal de stimulation de I’amplificateur jusqu’a la
membrane et 2) elle mesure le courant électrique I qui traverse la membrane de la cellule (ou
un morceau de membrane). Elle est composée de trois €éléments principaux : le connecteur du
porte-¢lectrode comprenant le fil conducteur central, un amplificateur opérationnel et un

ensemble de résistances électriques (Rf) (Fig. 34).

Téte d’ampli

Fil d'argent B Ordinateur

Rm

Electrode de / -
référence

Figure 34: Schéma du montage expérimental d’enregistrement électrophysiologique.
Représentation du circuit d’enregistrement d’une mesure en patch-clamp, en configuration
« cellule entiere ». Rp= résistance de pipette, Rf= résistance de la téte d’ampli (feedback
resistors), Rbain = résistance du bain, Rm = résistance de membrane, Vm= potentiel de
membrane, Vo = valeur du potentiel proportionnel a la valeur du courant I traversant la
membrane (http://www.compneuro.org/hammond,/techniques).

L’amplificateur est un ensemble de blocs de composants électroniques qui permettent
d'étalonner et de corriger le signal qui sort de la téte d'ampli (fleéche jaune, fig. 34) ainsi que le
signal de stimulation qui entre dans la téte d'ampli (fleche verte, fig. 34). Pour connecter
I’amplificateur a I’ordinateur, il est nécessaire d’intercaler un convertisseur permettant de
transcrire les signaux électriques venant de la préparation (signaux analogiques) en valeurs
numériques et un convertisseur pour générer des signaux électriques (analogiques) a partir de
valeurs numériques définies par 1I’expérimentateur : c’est une carte d'acquisition, dans notre

cas, il s'agit d'une Digidata 1440 (Axon Instruments, Inc. USA).
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3.1 Le mateériel

Les pipettes de patch sont des capillaires en verre de 1,5 mm de diamétre externe. Les
pipettes sont fabriquées par le biais d’une étireuse horizontale (Model P-97, Sutter Instrument
Co.). Le tube en verre est étiré en deux temps permettant de réduire le diametre du tube
progressivement et ainsi d’obtenir une pointe fine sur une longue partie. Cette forme permet
de ne pas Iéser le tissu lors de I’enregistrement. La résistance de 1’¢lectrode ainsi obtenue est
proportionnelle au diametre de la pointe : plus le diamétre est grand, plus la résistance est
faible. La mesure de la différence de potentiel transmembranaire nécessite 1’utilisation d’une
¢lectrode d’enregistrement intracellulaire composée d’un fil d’argent chloruré (Ag/AgCl), qui
se trouve dans la pipette de patch et d’une électrode de référence qui se situe dans la chambre
de perfusion. Les pipettes de patch sont placées sur un micromanipulateur (Sutter Instrument
Company) qui permet de les faire descendre lentement et progressivement dans la partie
superieure de la tranche. L’opération se déroule sous controle visuel par l'intermédiaire d’un
microscope équipé d’une caméra vidéo infrarouge (TVCCD2006 Hamamatsu, Japon).
L’¢lectrode d’enregistrement est reliée a une téte d’amplificateur qui mesure le courant
¢lectrique traversant la membrane de la cellule et assure le transfert du signal de stimulation
jusqu’a la membrane. Elle permet ainsi I’enregistrement et I’envoi d’influx électriques.

Les courants sont ensuite enregistrés a I’aide d’un amplificateur (Axopatch 200B,
Axon Instruments, Inc. USA) et les signaux sont transmis a un ordinateur aprés traitement du
signal électrique en signal numérique par I’intermédiaire de la carte d’acquisition (Digidata
1440A, Axon Instruments, Inc. USA). Les enregistrements sont réalisés a 1’aide du logiciel
Clampex version 10.2 et I’analyse se fait par le logiciel Clampfit version 10.2 (Axon

Instruments, Inc. USA).

3.2 Protocole expérimental

Les tranches de cerveau sont obtenues de la méme facon que pour les expériences
d'imagerie 1’imagerie calcique. De la picrotoxine a 50 uM est ajoutée dans le milieu de repos
apres la coupe pour inhiber les courants GABAergiques afin de mieux visualiser les courants
glutamatergiques. Nous cherchons dans un premier temps a obtenir les mémes résultats que
dans la littérature (Shen and Johnson, 2006). Nous nous placons donc dans les mémes
conditions. Les pipettes sont remplies avec une solution dont la teneur en ions est proche de
celle du milieu intracellulaire (K-gluconate : 125 mM, NaCl : 10 mM, MgCl,: 2 mM, CaCl, :
1 mM, BAPTA : 0,5 mM, HEPES : 19 mM, Mg-ATP : 1 mM, GTP : 0,3 mM, pH : 7.3), puis
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elles sont fixées sur le support du micromanipulateur de telle manieére que I’¢lectrode
d’enregistrement plonge dans la solution intracellulaire. Dans un premier temps, une pression
positive est appliquée au niveau de I’¢lectrode en soufflant de 1’air dans un tube en plastique
souple. Cette pression crée un flux de liquide a son extrémité. Ce flux préviendra une
éventuelle obstruction de la pointe de 1’¢électrode par des particules lors de la pénétration de
I’¢lectrode dans la tranche et pendant sa progression a travers celle-ci (une variation de
résistance de 1’¢lectrode traduit 1’obstruction de celle-ci). L’¢lectrode est descendue assez
rapidement a la surface du tissu, puis, une fois que la pipette de patch est en contact avec la
tranche, la vitesse du micromanipulateur est diminuée au maximum. Une pénétration lente
permet une préservation optimale de I’intégrité du tissu. Lorsque la pointe de 1’¢lectrode
arrive au contact de la membrane du neurone d'intérét, le flux de liquide crée une petite
invagination dans cette membrane. Le fait de voir cette invagination sur I’écran nous indique
que D'extrémité de 1’électrode se trouve contre la membrane de la cellule. Juste avant le
scellement, le potentiel de jonction du circuit (incluant les différences de potentiel entre la
solution contenue dans la pipette et la solution extracellulaire contenue dans la chambre de
perfusion) est annulé par la mise a zéro du courant passant a travers la pipette. Le scellement
est contrdlé par le suivi de la résistance de la pipette, celle-ci passant de 5 MQ a 1 GQ, c’est
ce qu’on appelle le « gigaseal ». Un bon « seal » est une garantie d'enregistrement de qualitg,
sans fuites de courant au niveau du scellement de la pipette a la membrane. Le passage de la
configuration cellule attachée a cellule entiére se fait par ’application d’une bréve succion
afin de casser la membrane plasmique au niveau de I’embouchure de la pipette et de mettre en

communication les milieux intracellulaire et intra-pipette.

3.3 Mesure des caractéristiques électrophysiologiques des neurones

Dans la configuration cellule entiére, 1’activité électrique de la cellule peut étre
enregistrée sans imposer ni courant ni voltage. Ceci nous apporte une information sur
I’activité spontanée de la cellule. Ainsi I’activité spontanée électrique des neurones est
enregistrée en I = 0, et ’activité spontanée synaptique est enregistrée en mode V = 0.

Cette configuration permet également d’obtenir des informations sur les propriétés
membranaires de la cellule (présence de courant Ih, production de potentiel d’action...). Un
protocole d’application de 10 sauts de potentiels hyperpolarisant puis dépolarisant d’une
amplitude de 10 mV, chaque saut durant 500 ms, nous a permis de contrdler ces propriétés

membranaires.
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3.4 Mesure en voltage imposé

L’application d’un voltage imposé permet d’enregistrer les activités ¢lectriques
neuronales en fonction de la composition des milieux intra et extracellulaires. Dans notre
¢tude, le fait d’imposer un voltage a -53 mV permet d’étre proche du potentiel de repos des
cellules neuronales mais également de se placer exactement au potentiel d’équilibre du
GABA par rapport a la composition du milieu intrapipette. Ainsi, dans ces conditions, nous
pouvons enregistrer uniquement les courants glutamatergiques. Le protocole de stimulation
du NST appliqué utilise les mémes paramétres que celui utilisé lors du protocole d’imagerie
calcique. Nous avons appliqué soit une stimulation unique a 100 ps, 100 pA, soit un train de 5

stimulations a 100 Hz, 100 us, 100 pA.

VII. Mesure de libération de glutamate par ampérométrie

Lors de ce travail, nous nous sommes intéressés a la mesure de la libération de
glutamate en temps réel au sein de la SNr sous l'effet de la stimulation du NST ou lors de
l'application d'ATP. L’objectif était 1) de pouvoir détecter une libération de glutamate au sein
de la SNr sur le modéle de la tranche épaisse et 2) de déterminer le décours temporel et
I’amplitude de cette libération afin de déterminer, a long terme, la part gliale et la part
neuronale de l'origine de ce glutamate. Cette étude a été réalisée en collaboration avec
Stéphane Marinesco du laboratoire Inserm U628 dirigé par le Dr Jian-Sheng Lin a Lyon, et
qui a mis au point différents biocapteurs permettant de détecter le glutamate, la D-sérine et

I’ATP. Dans le cadre de ce travail, seuls les biocapteurs au glutamate ont été utilisés.

1. Principe de fonctionnement

Un biocapteur est un dispositif intégré capable de fournir des informations analytiques
quantitatives ou semi-quantitatives utilisant un ¢élément de reconnaissance biologique
(récepteur biologique) qui est en contact direct avec un transducteur. Il est composé d’un
¢lément de reconnaissance moléculaire qui réagit spécifiquement avec la molécule d’intérét et
d’un transducteur qui agit en tant que détecteur, convertissant I’événement de reconnaissance
moléculaire en un signal physique mesurable. Dans notre étude, la technique ampérométrique

consiste @ mesurer la production de peroxyde d’hydrogéne suite a I’oxydation du glutamate

93



Matériel et Méthodes

par une enzyme, la glutamate oxydase (élément de reconnaissance), qui est immobilisée sur
une membrane sélective liée a 1’¢lectrode d’enregistrement (transducteur), (Fig. 35).

Par un mécanisme de réaction d’oxydoréduction, I’événement d’oxydation est traduit en
signal électrique mesurable. Nous pouvons ainsi mesurer la quantité de glutamate libéré en
temps réel (résolution temporelle de 1’ordre de la seconde) par la mesure d’un courant. Cette
technique permet de mesurer des variations des contenus extracellulaires en glutamate avec
une résolution temporelle de 1’ordre de la ms, ce que ne permet pas la technique de
microdialyse dont la résolution temporelle est de I’ordre de quelques minutes. La sensibilité
est de 100 nM, ce qui est suffisament précis pour les expériences réalisées, mais ce qui est
plus faible que les méthodes d’analyse des échantillons de microdialyse par HPLC, qui
peuvent aller jusqu’a une sensibilité d’environ 100 pM pour le glutamate.

Ces biocapteurs sont fabriqués manuellement par Stéphane Marinesco. La figure 36 montre le

montage et la composition du biocapteur au glutamte.

A C
O,
glutamate
1400 pim
B glgtamate
H-O- oxidase
Fil de platine l Pt 2- oxoglutarate
poly-m-phenylenediamin
alutamate oxvdase 2H + 0O+ 26"

Figure 35 : Représentation schématique du biocapteur a glutamate. 4) Photographie de la
pointe de [’électrode (la zomne encadrée correspondant a la couche enzymatique). B)
Représentation de la composition de la pointe de [’électrode, comprenant un fil en platine,
une membrane sélective en polyphenyléne-diamine, et une couche enzymatique avec la
glutamate oxydase immobilisée. C) Réaction enzymatique se produisant a la pointe de
[’électrode en présence de glutamate. La réduction du peroxyde d’hydrogene est détectée par
le fil en platine (Pernot et al., 2008) .

2. Protocole expérimental

Les tranches sont obtenues de la méme fagon que précédemment (cf Matériel et
Meéthodes § 11.2). Apres la coupe, elles sont laissées 1h en ACSF oxygéné contenant 250 uM
d’acide kynurénique et 1 mM de sodium pyruvate puis elles sont placées dans la chambre de
perfusion. Le biocapteur est positionné au niveau de la SNr et I’¢lectrode de stimulation dans

le NST. Afin d’équilibrer la sonde, celle-ci est placée dans le milieu de la chambre de
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perfusion, 1’équilibre étant contrdlé par la stabilisation du courant mesuré. Une fois cet
équilibre obtenu, il faut calibrer cette sonde : 2 uM de glutamate sont appliqués dans le bain.
La limite de détection de la sonde au glutamate est de 1 uM. Les résultats étant des résultats
trés préliminaires, nous avons fait une calibration simple de la sonde et non une gamme

linéaire.

Le courant enregistré étant proportionnel a la concentration appliquée, il est ainsi
possible de calibrer la sonde. Cette calibration sera répétée en fin de journée pour s’assurer
que la sonde n’a pas dévié (perte d’activité enzymatique). Aprés lavage en ACSF, on
positionne la sonde au sein de la SNr, on la laisse de nouveau se stabiliser et la quantité¢ de
glutamate libérée lors de la stimulation du NST génére un courant électrique qui est mesuré

directement.

95



Matériel et Méthodes

96



Résultats

Remarque préliminaire :

Les résultats obtenus au fur et a mesure de nos investigations nous ont amené a
réorienter certaines approches expérimentales. Aussi, dans la présentation de mes résultats,
nous nous sommes permis de commenter quelque peu ces résultats afin que le lecteur suive
parfaitement la démarche expérimentale. Les quelques commentaires de ce chapitre seront

bien évidemment repris dans la discussion générale.

I. Validation du modéle expérimental

La plupart de nos connaissances concernant le fonctionnement physiologique des
ganglions de la base est issue d’études in vivo réalisées sur des modeles animaux, chez le
rongeur ou chez le primate non humain (Parent et al., 2000, Obeso et al., 2002; Israel and
Bergman, 2008). L’intégrité des réseaux neuronaux formés par les ganglions de la base est
indispensable au bon fonctionnement de 1I’ensemble des circuits impliqués, entre autre, dans le
controle du mouvement. Les ¢études in vitro restent toutefois indispensables et
complémentaires des approches in vivo. En effet, elles apportent des informations plus
focalisées sur I’activité des neurones impliqués dans ces structures en permettant de révéler
notamment les interactions cellulaires et moléculaires ainsi que les acteurs principaux
impliqués dans ces activités neuronales (Beurrier et al., 2001).

La technique d’imagerie calcique, utilisable a ce jour seulement in vifro pour étudier
I’activité de ces structures profondes, reste un outil de choix pour mieux appréhender les
interactions cellulaires et notamment pour tenter de décrypter les mécanismes complexes mis

en jeu dans la SHF du NST.

1. Tragage des voies subthalamo-nigrales

Une étude réalisée chez la souris montre qu’une inclinaison de 10° de 1’angle de coupe
permet de préserver un maximum de fibres entre la SNr, le NST, le GPe et le striatum
(Beurrier et al., 2006). Cependant, d’apres leur localisation dans le cerveau de rat, la majorité
des projections entre le NST et la SNr se situe dans un plan horizontal (Mailly et al., 2001).
Afin de vérifier la conservation des projections subthalamo-nigrales sur notre modele de
tranche de cerveau, nous avons effectu¢ des marquages rétrogrades (SNr vers NST, n = 9) ou

antérogrades (NST vers SNr, n = 8) avec un traceur de voie, le Dil.
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Aprés 4 semaines a l'obscurité, les tranches sont observées au microscope. On
remarque de nombreuses fibres marquées par le Dil, et ce, quel que soit I’emplacement initial
du cristal de Dil, dans la SNr ou dans le NST (Fig. 36). Ces fibres subthalamo-nigrales sont
regroupées en paquets et forment de gros faisceaux partant tous dans la méme direction. Il est
d’ailleurs possible de les suivre d’une extrémité a I’autre, c'est-a-dire de leur origine jusqu’a
leurs sites de projection (Fig. 36B). Les projections subthalamo-nigrales semblent donc étre
globalement bien préservées sur nos tranches de cerveau, méme si nous ne connaissons pas la
proportion de fibres coupées versus préservées (Fig. 364). Lorsque le cristal de Dil est placé
dans la SNr, des corps cellulaires marqués sont parfois visibles au niveau du NST (Fig. 36C),
montrant bien la diffusion du Dil dans les synapses subthalamo-nigrales, le long de I’axone, et
ce, jusqu’aux corps cellulaires des neurones glutamatergiques du NST.

Ainsi, la réalisation de tranches dans un plan horizontal permet de préserver une part des
connexions entre la SNr et le NST.

La figure 36 illustre la visualisation des projections subthalamo-nigrales sur nos tranches de
cerveau, révélées par la fluorescence rouge émise par le Dil incorporé dans les membranes.
Nous pouvons voir la présence des deux structures d’intérét, la SNr et le NST, ainsi que le
faisceau de fibres qui les relie, jusqu’au corps cellulaires du NST. Dans cet exemple, le Dil a

été déposé dans la SNr.

Figure 36: Des connexions
subthalamo-nigrales sont
conservees sur des tranches
horizontales de cerveau de rat
(P18). Tragage des voies entre
la SNr et le NST révélées par
['utilisation d'un  marqueur
fluorescent lipophile, le Dil. A)
Marquage rétrograde des voies
par dépot d’un cristal de Dil
dans la SNr et propagation du
marqueur vers le NST. A plus
fort grossissement on voit des
paquets de fibres marquées (B)
et des corps cellulaires au
niveau du NST (C). SNr:
Substance  noire  réticulée,
STN : noyau sous-thalamique,
Hip : Hippocampe.

100 pm
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2. Mise au point de la technique d’imagerie calcique

Nous avons choisi d’utiliser la technique d’imagerie calcique sur tranches pour étudier
les réponses calciques des cellules de la SNr, lors de la stimulation électrique du NST. Cette
technique est surtout connue pour son utilisation sur des tissus embryonnaires pour étudier par
exemple I’'impact du calcium sur le développement ou sur la migration cellulaire (Haydar et
al., 1999; Platel et al., 2007). Chez I'adulte, elle est essentiellement utilisée sur des structures
telles que le cortex ou I’hippocampe pour étudier, par exemple les interactions cellulaires lors
de processus de mémorisation (Cossart et al., 2005). En revanche, aucune étude sur des
structures telles que les ganglions de la base chez le rat adulte n’a été rapportée a ce jour.
C’est pourquoi, pour répondre aux objectifs de ce travail doctoral, j’ai dii mettre au point cette
technique d’imagerie calcique sur notre modele de tranches de cerveau, en optimisant les
conditions de viabilité des cellules sur les tranches et les procédures de chargement de ces
cellules par la sonde calcique.

Les difficultés a surmonter ont été de deux ordres: 1) la faible perméabilité de la
membrane plasmique des neurones matures et 2) la survie des cellules. En effet, la substance
noire est connue pour étre une structure trés sensible au stress oxydatif (Hald and Lotharius,
2005). De plus, les neurones matures sont beaucoup plus sensibles aux changements de leur
environnement cellulaire comparativement aux neurones immatures. Les conditions de coupe
sont délicates et nécessitent beaucoup de minutie. De mauvaises conditions entrainent
rapidement un fort taux de mort cellulaire.

L’application de la technique d’imagerie calcique sur le tissu cérébral adulte a
nécessité plusieurs mois de mise au point avant de pouvoir obtenir les premiers tissus vivants
avec des cellules chargées. Ce chargement certifie une bonne viabilité des cellules ainsi
qu’une bonne pénétration de la sonde calcique, celle-ci devenant fluorescente apres
désestérification au sein des cellules. L’amélioration et I’ensemble des adaptations du
protocole m’ont permis d’obtenir des tranches avec des cellules de la SNr bien chargées en
indicateur calcique et avec un maximum de cellules en bon état (Fig. 37).

Les différents tests réalisés par la suite ont visé a préserver les neurones de cette
structure en prévenant les processus de mort cellulaire, qu’ils soient liés ou non a des
phénomenes d’excitotoxicité du glutamate, du kainate ou du calcium. Ceci nous a conduit a
utiliser un milieu de coupe (ACSF) a 4°C, contenant une faible concentration de calcium et
une forte concentration de magnésium afin de limiter ces phénoménes. De plus, une

température de coupe trés basse, proche de 0°C est respectée afin de stopper tous les
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processus cellulaires. A une telle température, les cellules se mettent en « hibernation », elles
ont une activité cellulaire ralentie, les pompes ioniques et les divers canaux sont
principalement bloqués. Enfin lors du chargement de la sonde, I’ajout d’acide kynurénique
dans le milieu de repos permet de diminuer au maximum les phénomenes d’apoptose et de
nécrose cellulaire dues a la libération massive de glutamate et de kainate (Beurrier et al.,
2006). Par ailleurs, 1’association de deux détergents différents, en trés faible quantité, le
Pluronic F127 et le Cremophor EL, s’est révélée utile pour augmenter le nombre de cellules

chargées sans induire d'effet délétére sur celles-ci.

100 um

Figure 37 : Exemple de cellules nigrales chargées en Fluo-4 sur tranches horizontales de
cerveau de rat (P18), avant (A) et apres (B) adaptation de la technique d’imagerie calcique.
A) La forme arrondie des cellules traduit leur mauvais état bien que celles-ci ne soient pas
totalement mortes puisque leur fluorescence indique que la sonde a été désesterifiée par les
estérases cellulaires. B) Des cellules de petite taille (fleches en pointillées) et des cellules plus
grosses (fleches pleines) sont bien différenciables. Les cellules sont moins arrondies que sur
I’image A et des prolongements sont également visibles.

3. Mesure de la viabilité des cellules

Comme décrit dans le paragraphe précédent, les cellules de la SNr sont trés sensibles
au stress oxydatif. Afin d'avoir une estimation de ce phénomene de mort cellulaire sur notre
modele de tranches, nous avons mesuré le taux de survie des cellules par marquage a 1’iodure
de propidium. Dans un premier temps, les marquages sont réalisés a différentes étapes du
protocole expérimental, en absence de sonde calcique. Une heure aprés la coupe, le taux de
cellules marquées a 1’iodure de propidium est de l'ordre de 20 + 5% (n = 16 tranches, 5
animaux) de la population totale (estimée par contre-marquage des noyaux par le colorant
vital, le Hoechst 33342, Fig. 384). Le pourcentage de cellules marquées a 1’iodure de

propidium ne varie pas au cours du temps (5h), permettant ainsi de confirmer que les cellules
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restent bien vivantes tout au long du protocole. Ce pourcentage de mortalité cellulaire,
observé dés le début de notre expérience, est donc induit principalement par la coupe
tissulaire qui est, de fait, une étape assez délétére pour le tissu cérébral. Dans un second
temps, les marquages sont réalisés dans les mémes conditions que précédemment, sur des
tranches chargées en Fluo-4 (Fig. 38B). Les résultats montrent un pourcentage de cellules
mortes équivalent a celui observé sur des tranches non chargées (résultats non montrés; n = 10
tranches). Ces observations indiquent que la pénétration de la sonde calcique dans les cellules
n’affecte pas la survie des cellules dans nos conditions expérimentales, malgré la présence de
DMSO, de détergents et la perturbation du milieu intracellulaire générée par la présence de la

sonde.

Figure 38 : Le pourcentage de cellules mortes reste constant au cours de I’expérimentation.
Ces images montrent la viabilité cellulaire sur les tranches de cerveau, 4h apres la coupe par
un marquage a l'iodure de propidium. A) Superposition des marquages a l’iodure de
propidium (rouge) et au Hoechst 33342 vital (bleu) permettant d'estimer le pourcentage de
cellules mortes au sein de la SNr. B) Superposition des cellules chargées en Fluo-4 (vert) et
des cellules ayant incorporé l’'iodure de propidium (rouge). Il n’y a pas de co-localisation
entre les deux marquages.

4. Evaluation de l'activation des cellules microgliales

Lors d’une inflammation ou d’un dommage cellulaire, il peut exister une réaction
gliale ou gliose, qui témoigne d’une activation des cellules de la microglie (cf Contexte
Scientifique § I1I.1.3). Certaines de ces cellules peuvent se différencier en cellules
phagocytaires et cytotoxiques, capables de sécréter des protéases ou des agents
inflammatoires, en réaction a une attaque (Hanisch and Kettenmann, 2007). Cette réaction
gliale peut induire une augmentation de D’activité calcique cellulaire par ’activation des
nombreux récepteurs présents au niveau de la membrane plasmique des cellules microgliales.

La coupe du cerveau est un phénoméne agressif entrainant de nombreux dommages,
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notamment par la section de projections entre diverses structures. Il est donc probable qu'une
mise en jeu des cellules microgliales puisse avoir lieu. Notre étude portant sur I’effet de la
stimulation ¢€lectrique du NST sur les cellules de la SNr via 'analyse des réponses calciques, il
était nécessaire de nous assurer que cette réaction microgliale ne se produise pas au sein de
notre mod¢le, afin d’éviter tout biais dans 1’analyse des réponses obtenues. Nous avons donc
utilisé un anticorps spécifique de la microglie, Ox-42, pour controler la stabilit¢ du nombre de
cellules microgliales présentes dans la SNr, et le maintien de leur morphologie au cours des
différentes étapes préparatoires et expérimentales : coupe, chargement, désesterification,
mesure des réponses calciques. La figure 39 montre que le nombre de cellules microgliales
n’augmente pas au cours du temps et que leur morphologie reste stable tout au long de

I’expérience (n = 10 tranches, sur 3 expériences indépendantes).

75 pm 75 pm

Figure 39 : Etude de la stabilité du nombre de cellules microgliales et de leur morphologie
au cours du temps par immunomarquage des cellules microgliales de la SNr. Les tranches de
cerveaux de rats sont marquées avec un anticorps monoclonal de souris, Ox-42, spécifique
des cellules microgliales (anti-CD11) et révélé par un anticorps anti-IgG de souris couplé a
la cyanine3. Les marquages sont effectués immédiatement apres la coupe (A) ou 3 heures
apres (B). Les pourcentages ont été déterminés par rapport a un contre-marquage des noyaux
au TO-PRO (non montré ici) et par deux expérimentateurs différents.

Ces marquages nous ont permis de nous assurer, d'une part, que le nombre de cellules
microgliales n’augmente pas au cours de 1'expérimentation, mais surtout que leur morphologie
caractéristique, avec un petit soma et de longs prolongements, reste inchangée. Aucune cellule
phagocytaire, de type amiboide avec peu de prolongement n’est observée.

Ces observations, combinées aux mesures de viabilité, ont confirmé 1'optimisation de nos
conditions expérimentales : celles-ci n'induisent pas d'effets Iésionnels dramatiques et nos

tranches de cerveau semblent étre dans un environnement physiologique peu délétere.
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I1. Description des différents types cellulaires présents dans la substance noire réticulée

Selon les données de la littérature, et sur la base d’enregistrements
¢lectrophysiologiques de ’activités caractéristiques des différents types neuronaux (Richards
et al., 1997; Shen and Johnson, 2006), la substance noire réticulée contient essentiellement
des neurones GABAergiques et une faible proportion de neurones dopaminergiques.
Toutefois, aucune description immunohistochimique exhaustive de la nature des cellules
présentes au sein de cette structure n’avait été réalisée. Ainsi, afin de corréler les différentes
populations cellulaires présentes au sein de la SNr a nos observations en imagerie calcique,
nous avons commencé par identifier ces populations cellulaires en utilisant principalement
des techniques d’immunohistochimie.

Sachant que les cellules gliales sont de plus en plus impliquées dans le fonctionnement
du systéme nerveux central (Araque et al., 2001), nous nous sommes intéressés a déterminer

leur identité et leur proportion au sein de la SNr.

1. Caractérisation immunohistochimique des cellules présentes au niveau de la
substance noire réticulée

1.1 Les cellules neuronales

Afin de déterminer la proportion de neurones présents au sein de la SNr, nous avons
réalis€ un marquage spécifique des neurones par utilisation de 1’anticorps anti-NeuN. Une
quantification par un contre-marquage des noyaux au Dapi a révélé la présence de 32 = 11%
(n = 12) de cellules marquées par NeuN au sein de la SNr (Fig. 404, B). Pour caractériser la
nature de ces neurones, dopaminergiques ou GABAergiques, des marquages avec les
anticorps anti-TH et anti-GAD respectivement, ont été réalisés. L anticorps anti-TH a permis
de montrer la présence de neurones dopaminergiques (Fig. 40C), mais nous n’avons pa pu
réaliser de quantification. Nous avons utilisé plusieurs anticorps dirigés contre 1'une ou les
deux formes connues de la GAD (anti-GAD 65 poly (Chemicon), anti-GAD 67 mono
(Chemicon), anti-GAD65/67 poly (Sigma)), car, si la GAD 65 est exprimée plus précocement
que la GAD 67 (Jenkins and Simmons, 2006), les deux formes de GAD sont présentes aux
stades ¢étudiés dans ce travail (Szabo et al., 1994). Avec les différents anticorps testés, aucun
marquage des corps cellulaires n’a pu étre observé, seuls les prolongements neuronaux sont

marqués, ce qui ne permet pas de faire un comptage précis. Cependant, d’apres des données
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¢lectrophysiologiques de la littérature, 85% (73 neurones /86) des neurones de la SNr sont des

neurones GABAergiques (Shen and Johnson, 1997).

100 pm 100 pm

Figure 40 : Caractérisation des cellules neuronales de la SNr. A) Immunomarquage de
I’ensemble des neurones par [’anticorps monoclonal de souris anti-NeuN (Neuronal Nuclei).
B) Superposition des marquages par [’anticorps anti-NeuN et le marqueur de noyaux, le
DAPI. C) Superposition du marquage des neurones dopaminergiques par un anticorps
monoclonal anti-TH (Tyrosine Hydroxylase, vert) et du marquage au Syto orange révélant
tous les noyaux (rouge), (fleches pleines). Les tétes de fleches indiquent des cellules marqués
au Syto orangemais pas avec [’anticorps anti-TH.

1.2 Les cellules gliales

Comme présenté en introduction, les cellules gliales se composent de trois grands
types : les astrocytes, les oligodendrocytes et la microglie (cf Contexte Scientifique § 1I.1).
Parmi ces cellules matures co-existent également des cellules immatures telles que des
progéniteurs d’oligodendrocytes comme les O2A ou encore les cellules NG2 caractérisées par
I’expression d’un proteoglycane NG2. Les cellules NG2 sont difficiles a classer dans la
population des cellules gliales car elles peuvent donner soit des astrocytes, soit des
oligodendrocytes, et elles ne peuvent pas étre, de ce fait, incluses dans 1I’une ou I’autre de ces
populations car elles ne possédent pas I’ensemble de leurs caractéristiques (Wigley et al.,
2007).

D’apreés nos résultats précédents, les neurones représentent environ 32% de la
population totale de la SN, ce qui signifie que les 68% des cellules restantes sont des cellules
gliales. Afin de caractériser et de quantifier chaque type glial au niveau de la SNr, nous avons
réalisé des marquages spécifiques de chaque population gliale (Fig. 41) combinés a un contre-
marquage des noyaux au DAPI ou au TO-PRO-3.

Deux anticorps, anti-S100p et anti-GFAP, ont été utilisés pour marquer les astrocytes

(Fig. 414) car si tous les astrocytes possédent la protéine S100B, bien que ceci soit
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controvers¢ (Wang and Bordey, 2008), tous ne sont pas marqués par I’anticorps GFAP (cf
Contexte Scientifique § I1.1.3). Notre but était de caractériser la population astrocytaire au
sein de la SNr. Les résultats obtenus montrent que 23 + 13% (n = 11) des cellules sont
positives au marquage S1008. Un pourcentage comparable a été obtenu avec I’anticorps anti-
GFAP (28 £ 7,5%, n = 14) (Fig. 414).

Un immunomarquage avec ’anticorps Ox-42 spécifique des cellules microgliales a
permis de déterminer que cette sous-population gliale représente 7 + 4% (n = 10 tranches) de
la population cellulaire totale de la SNr (Fig. 41B). De maniére intéressante, ce pourcentage
de cellules microgliales est comparable au pourcentage global estimé au niveau du systéme
nerveux central (pour revue, voir Verkhratsky and Butt, 2007).

L’utilisation de I’anticorps NG2 a permis de déterminer une proportion de 10,5 +4,1%
(n =7 tranches) de ces cellules au sein de la SNr (Fig. 41C). Etant donné leur importance dans
la genese de certaines populations neuronales et gliales, la présence de ces cellules au sein de

la SNr est un point important a prendre en compte dans la physiopathologie de cette structure.

Figure 41 : Identification des différentes populations gliales présentes au sein de la SNr. 4)
L’anticorps polyclonal de lapin anti-GFAP (en rouge) révele la présence de 28 + 7,5%
d’astrocytes au sein de la SNr. B) Marquage des cellules microgliales avec [’anticorps Ox-42.
C) Les cellules NG2 sont marquées avec [’anticorps monoclonal anti-NG2 (en vert). Les
noyaux sont marqués au DAPI ou au TO-PRO-3 (en bleu).

Le marquage avec I’anticorps CNPase spécifique des oligodendrocytes n’a pas donné
de résultats exploitables, aucun marquage n’a pu é&tre détecté: ni au niveau des corps
cellulaires, ni au niveau des prolongements. D’autres anticorps ont été testés tels que le MBP,
(Mielin Basic Protein) spécifique des oligodendrocytes matures, ou encore le RIP, un
marqueur des oligodendrocytes précoces, matures et des gaines de myeline mais ces anticorps

n’ont pas montré de marquages spécifiques. Dées lors le pourcentage d’oligodendrocytes et de

leurs progéniteurs peut étre déduit des chiffres obtenus précédemment pour les autres sous-
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types de cellules gliales. Nous pouvons ainsi estimer approximativement que les 25% des
cellules de la SNr pourraient étre des oligodendrocytes ou/et des progéniteurs O2-A (Fig.

434).

2. Caracterisation des populations cellulaires chargées avec la sonde calcique

Nous savons maintenant que la SNr contient environ 32% de neurones pour 68% de
cellules gliales. Dans un deuxiéme temps, nous avons cherché a identifier plus précisément
les cellules ayant incorporé la sonde calcique. Lors de I’observation des tranches chargées
avec la sonde, nous avons pu distinguer deux types cellulaires morphologiquement différents :
des cellules de petite taille, représentant la majorité des cellules chargées (voir Fig. 375,
fleches pointillées) et des cellules de plus grande taille, présentes en trés faible proportion
(voir Fig. 37B, fléches pleines). Afin d’identifier ces deux populations, nous avons réalisé
plusieurs types d’immunomarquages sur les tranches préalablement chargées en indicateur

calcique, avec les mémes anticorps que précédemment.

2.1 Les cellules neuronales chargées

Apres fixation du Fluo-4 avec ’EDC, une carbodiimide qui fixe les chélateurs
(Tymianski et al., 1997), nous avons marqué les neurones avec I’anticorps anti-NeuN. Ce
marquage montre trés peu de co-localisation avec les cellules chargées en Fluo-4 (Fig. 424).
Les quelques cellules chargées marquées avec 1’anticorps anti-NeuN sont toutes de grosse
taille ce qui suggere que ces cellules sont des cellules neuronales, comme ceci a déja été décrit
dans la littérature au niveau du cortex de souris (Ikegaya et al., 2005). Les cellules de petite
taille chargées en Fluo-4 peuvent donc étre considérées comme étant des cellules gliales.
Aprés comptage, il s’est avéré que moins de 1 £ 1,9% (n = 7 tranches) des cellules ayant
incorporé la sonde calcique sont des neurones. Ces résultats mettent en avant la difficulté de
pénétration de la sonde calcique a ’intérieur des neurones matures (Smetters et al., 1999;

Kettunen et al., 2002).

2.2 Les cellules gliales chargées

Initialement, nous pensions charger plus de neurones au sein de la SNr et pour
visualiser spécifiquement les évenements calciques se produisant dans les cellules gliales au
cours de l'acquisition, nous avons utilisé un colorant vital, le dipeptide B-Ala-Lys-Ne-AMCA

(Dieck et al., 1999). Celui-ci est spécifiquement capté par les astrocytes et les progéniteurs

106



Résultats

des oligodendrocytes (O-2A) et marque ainsi la population des cellules gliales qui est la plus
importante de la SNr (26 £ 11% d’astrocytes et environ 25% d’oligodendrocytes et
progéniteurs, Fig. 42C).

100 pm 75 pm

Figure 42 : Immunomarquages des différentes populations cellulaires de la SNr, sur des
tranches chargées en Fluo-4. A) Superposition du marquage par l’anticorps monoclonal de
souris anti-NeuN (rouge) et les cellules chargées par la sonde calcique (vert). B)
Superposition du marquage avec [’anticorps polyclonal de lapin anti-GFAP (rouge) et les
cellules chargées par la sonde calcique (vert). C) Vérification de la spécificité de capture du
dipeptide par certaines populations de cellules gliales de la SNr, par superposition des
marquages des astrocytes avec l’anticorps anti-GFAP (rouge) et le marquage au dipeptide

(bleu).

L’utilisation concomitante de ce dipeptide avec le Fluo-4 montre que 68 + 12% des
cellules de la SNr ayant incorporé la sonde sont marquées par le dipeptide (n = 8 tranches).
Des co-marquages avec les anticorps anti-GFAP ou S100f ont permis de déterminer que la
majorité des cellules gliales chargées sont des astrocytes (53 + 6% des cellules chargées; n =
22) (Fig. 43B). Nous avons pu déduire de ces différents comptages que 78% (53% de cellules
Fluo-4-GFAP/68% de cellules Fluo-4-dipeptide*100) des cellules ayant incorporé le
dipeptide B-Ala-Lys-Ne sont des astrocytes. Dans les faits, nous n'avons pas eu besoin
d'utiliser ce dipeptide pour distinguer les cellules gliales des cellules neuronales lors de nos
acquisitions en imagerie calcique puisque seul 1% des cellules chargées représente des
neurones et que ceux-ci sont facilement repérables par leur taille.

Pour compléter ces données et caractériser plus précisément les cellules chargées, nous
avons ¢galement réalis¢é des immunomarquages avec les anticorps spécifiques des
oligodendrocytes et des cellules microgliales. Les expériences réalisées avec les anticorps
CNPase et Ox-42 ne nous ont pas permis de déterminer le pourcentage d’oligodendrocytes et
de cellules microgliales ayant incorporé le Fluo-4. Il semble en effet que l’utilisation de

I’EDC ne soit pas compatible avec l'immunomarquage Ox-42. De méme, [’'utilisation de
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I’anticorps anti-CNPase sur tissu fixé, chargé ou non, n’a pas permis d’observer de marquage
spécifique. En conclusion, les astrocytes représentent 53% des cellules chargées, les neurones
1% et les 46% restant sont un mélange d'oligodendrocytes, de cellules microgliales et de
cellules NG2 dans des proportions inconnues. Dans la suite de ce travail nous parlerons de
cellules gliales de maniére globale et considérerons que les réponses calciques sont observées

uniquement dans les cellules gliales (Fig. 43B).

B Neurones
m Astrocytes
@ Cellules microgliales

@ Cellules NG2

O Autres cellules gliales

Proportion des cellules Proportion des cellules de la
présentes au sein de la SNr SNr chargées en sonde calcique

Figure 43 : Représentation en diagramme des proportions de populations cellulaires
présentes dans la substance noire réticulée. Le diagramme A représente le pourcentage
global de chaque type cellulaire mis en évidence par immunomarquage au sein de la SNr. Le
diagramme B représente les pourcentages de cellules ayant incorporé la sonde calcique. Les
neurones sont identifiés par [’anticorps anti-NeuN, les astrocytes par les anticorps anti-
GFAP et anti-S100p, les cellules microgliales par [’anticorps Ox-42 et les cellules NG2 par
I"anticorps anti-NG2.

L’ensemble de ces résultats fait le jour sur I’importance quantitative des cellules
gliales au sein de la SNr, puisqu’elles représentent 68% de la population cellulaire totale de la
SNr. Ceci permet de supposer que ces cellules peuvent participer a la modulation de l'activité
neuronale de la SNr, a l'instar de ce qui a été¢ décrit dans d'autres structures. Ainsi, notre
travail s'est focalisé sur 1'étude de la participation des cellules gliales dans les effets cellulaires

de la stimulation ¢€lectrique du NST au sein de la SNr.
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I11. Mesure des activités calciques des cellules de la substance noire réticulée

Les activités neuronales et gliales se manifestent le plus souvent par des variations de
concentrations de calcium intracellulaire. Ces réponses calciques peuvent étre considérées
comme un indice d'activation cellulaire lors de 1’application d’un stimulus sur un réseau
neuronal ou sur un ensemble de cellules.

Nous nous sommes intéressés a I’effet de la stimulation électrique du NST sur
’activité calcique des cellules de la SNr. Il est important de préciser ici qu’aucune activité
calcique spontanée n’a été observée dans les cellules chargées de la SNr, bien que les cellules
neuronales nigrales soient douées d’une activité électrique autonome (Smetters et al., 1999;
Atherton and Bevan, 2005) de type pace-maker enregistrée par patch-clamp dans les mémes
conditions expérimentales (cf Résultats § V.2.1). Nous n’avons jamais observé d'équivalent
de cette activité électrique autonome en imagerie calcique, que ce soit dans les quelques

neurones chargés ni méme dans les cellules gliales.

1. La stimulation du noyau sous-thalamique entraine une activité calcique dans les
cellules de la substance noire réticulée

Les résultats obtenus au laboratoire a 1’aide des techniques de microdialyse
intracérébrale ont montré que du glutamate et du GABA sont libérés au niveau de la SNr lors
de la stimulation du NST (Windels et al., 2000, 2003, 2005; Boulet et al., 2006). Nous avons
montré que les connexions subthalamo-nigrales glutamatergiques étaient conservées sur nos
tranches de cerveau (cf Résultats § 1.1). Nous sommes donc partis de 1’hypothése que la
stimulation pouvait induire, via une libération de glutamate, une augmentation de calcium,
médiée par D’activation des récepteurs métabotropiques et ionotropiques présents sur les
cellules neuronales et les cellules gliales. Du GABA peut également étre libéré au sein de la
SNr par les collatérales des neurones GABAergiques de cette structure. Ce GABA pourrait

induire des réponses calciques uniquement dans les cellules gliales.

Dans ces expériences, 1’¢lectrode de stimulation est placée dans le NST localisé
rostralement a 2 mm du centre de la SNr. La stimulation est réalisée en appliquant un train de
5 stimulations toutes les 10 secondes environ, a une fréquence de 100 Hz, avec une largeur
d’impulsion de 100 ps et une amplitude variant entre 100 et 150 pA. L’intensité a été choisie

en fonction des parametres de la littérature et afin d’obtenir le maximum d’effet en restant
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dans une gamme physiologique. Les activités calciques sont enregistrées au niveau de la SNr

(Fig. 44).

Electrode

NST

SNr

b’ Antago iStes -

Figure 44: Descriptif de la localisation de I’électrode de stimulation et de la pipette de
perfusion des antagonistes lors du protocole d’enregistrement des réponses calciques dans
la SNr. Le panel de gauche est une image de chargement d’une tranche en Fluo-4, observée
en objectif x4. Ce grossissement permet de visualiser [’électrode de stimulation placée dans le
NST et la zone d’enregistrement dans la SNr. Le panel de droite est une représentation
schématique de ['image de droite afin de mieux déterminer le contour des structures.

Dans ces conditions, la stimulation électrique du NST, entraine des réponses calciques

(se traduisant par des augmentations de fluorescence) dans certaines cellules de la SNr (Fig.
454, B). Ainsi, nous avons montré que sur I’ensemble des cellules de la SNr ayant incorporé
la sonde calcique, la stimulation électrique du NST induit une réponse dans 12,5 + 5,2% de
cellules chargées (n = 49 tranches, Fig. 46). Seules les cellules de petite taille répondent a
cette stimulation, c'est-a-dire les cellules gliales.
Certaines cellules peuvent répondre plusieurs fois lors d’un enregistrement mais chaque train
de stimulation n’engendre pas systématiquement une réponse dans la population de cellules
répondantes (Fig. 45C). L’absence de réponse a chaque stimulation peut étre due, en partie, a
la fréquence d’échantillonnage (une image toutes les 800 ms) qui ne permet pas d’enregistrer
toutes les réponses de maniére exhaustive, mais également a une désensibilisation des fibres
stimulées entrainant une diminution de libération de glutamate ou encore a une inactivation
des récepteurs cibles.

Lorsque 1’¢électrode de stimulation est placée a la méme distance de la SNr, mais en
dehors du NST (dans la capsule interne ou en position plus médiane), aucune activité n’est
enregistrée dans les cellules de la SNr, ce qui montre que les réponses calciques observées
sont bien médiées par les connexions subthalamo-nigrales dont I’intégrité fonctionnelle est

conservée sur nos tranches.
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Figure 45 : Réponses calciques
enregistrées dans la SNr, sous
stimulation du NST. Exemple
de cellules chargées en sonde
calcique (A) et répondant a la
stimulation du NST par une
: . augmentation de fluorescence
Lo IR
répondant. C) Mesures des
variations de fluorescence en
fonction du temps (en secondes)
dans 3 cellules représentatives
répondant a la stimulation.

3 Les traits au dessus des courbes
a 0 |« 9 L correspondent a chaque train de
Teinpisis) 5 pulses.

Afin de déterminer les acteurs moléculaires et cellulaires a 1’origine des réponses
calciques observées, nous avons décidé de déterminer 1’éventuelle corrélation entre les
réponses calciques observées sous stimulation électrique du NST avec celles induites
directement par I’application de neurotransmetteurs comme le glutamate, le GABA ou encore

I’ATP qui peuvent étre libérés par exocytose au niveau des terminaisons.

2. Mise en evidence de l'implication de certains récepteurs et canaux exprimés par les
cellules gliales de la substance noire réticulée

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, les cellules gliales possédent a leur
surface un panel important de récepteurs identiques, pour la plupart, & ceux portés par les
neurones (cf Contexte Scientifique § I1.2.2). Nous avons choisi d’identifier des récepteurs
exprimés par les cellules gliales de la SNr, en utilisant plusieurs transmetteurs connus pour
induire une entrée de calcium intracellulaire au niveau des cellules gliales et potentiellement
présents au sein de la SNr. Les trois agents choisis sont le glutamate et le GABA, qui sont
libérés dans la SNr lors de stimulation électrique du NST (Windels et al., 2000; Windels et al.,
2005), et I’ATP, qui est le messager principal et ubiquitaire des cellules gliales (Cotrina et al.,
2000). Rappelons ici que le glutamate peut induire une entrée de calcium par 1’activation des
récepteurs NMDA ou AMPA/kainate et une libération de calcium interne par 1’activation des
récepteurs métabotropiques. L’ATP peut agir sur les récepteurs purinergiques

métabotropiques P2Y entrainant une libération de calcium des stocks internes et sur les
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récepteurs ionotropiques P2X perméables au calcium. Le GABA, quant a lui, peut induire
spécifiquement une dépolarisation des cellules gliales par activation des récepteurs GABA4
(Kettenmann and Schachner, 1985; Meier et al., 2008) conduisant a une entrée de calcium
secondaire. Ces trois agonistes sont appliqués sur les tranches et les réponses calciques sont
enregistrées au niveau de la SNr.

L’application de 100 uM de glutamate induit une réponse calcique dans 24,9 + 10,1%
(n = 44 tranches) des cellules gliales de la SNr. L’application de 100 nM d’ATP, dans les
mémes conditions, entraine une réponse calcique dans 23,7 = 8,0% (n = 43 tranches) et enfin
I’application de 20 uM de GABA induit une réponse dans 17,1 + 7,2% (n = 26 tranches) des
cellules gliales chargées de la SNr (Fig. 46).

Figure 46 : Pourcentages de cellules de
la SNr répondant a I’application
d'agonistes au sein de la SNr ou a la
stimulation du NST. Histogramme

montrant le pourcentage de cellules
gliales chargées de la SNr répondant
respectivement a l'application de 100
: : : nM d’ATP, 100 uM de glutamate, 20 uM
ATP

Glu GABA HFS de GABA ou a la stimulation électrique
n=43 n=44 1n=26 n=49 du NST.
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o
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Lors de I’application successive de glutamate puis d’ATP sur une méme tranche, le
pourcentage de cellules répondant aux deux agonistes est de 13,7 + 5,6% (n = 40 tranches), ce
qui représente environ deux fois moins de cellules répondantes que ’effet individuel de
chacun des agonistes utilisés. De la méme fagon, 9,0 = 4,8% (n = 9 tranches) des cellules
répondent a I’application successive de glutamate et de GABA.

Ces résultats révelent donc une sensibilité hétérogéne des cellules gliales de la SNr
aux transmetteurs. Il est connu que la répartition des récepteurs a la surface des cellules, au
niveau des synapses, peut dépendre de la nature des neurotransmetteurs libérés. Par exemple,
une cellule gliale proche d’une synapse glutamatergique en provenance du NST, pourra
répondre préférentiellement au glutamate car elle exprime essentiellement des récepteurs
glutamatergiques. Une cellule gliale située au niveau des collatérales GABAergiques des
neurones de la SNr, sera peut-Etre plus sensible au GABA. Le fait que toutes les cellules

gliales ne répondent pas de la méme fagon pourrait s’expliquer par leur emplacement par
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rapport aux types de synapses, mais également par leur localisation plus ou moins proche des
synapses et a la répartition, en nombre, de récepteurs spécifiques de chaque agoniste a leur

surface.

3. Implication des acteurs de signalisation calcique présents sur les cellules

gliales dans la réponse a la stimulation électrique du noyau sous-thalamique.

Les cellules gliales de la SNr étant activées a la fois par la stimulation électrique du
NST et ’application d’agonistes, nous avons cherché a déterminer une éventuelle corrélation
entre ces différentes réponses, dans le but de mieux caractériser et identifier les cellules
répondant a la stimulation d’un point de vue pharmacologique. Pour cela, nous avons
appliqué successivement le protocole de stimulation électrique et 1'ajout de chacun des
agonistes sur la méme tranche. Le logiciel CalSignal nous permettant de faire une
superposition trés précise des ROIs entre chaque film, nous avons pu déterminer exactement
qu’elles étaient les cellules qui répondaient a plusieurs stimuli (un maximum de 2 applications
successives est réalisé sur les tranches pour s’assurer de la spécificité des effets observés).
Parmi les cellules répondant a la stimulation électrique du NST, 86,4 + 15,0% (n =19
tranches) réagissent également a l'application d’ATP, 60,1 + 14,0% (n = 15 tranches)
répondent au glutamate et 44,3 + 17,5% répondent a une application de GABA (n = 11
tranches) (Fig. 47).

120 - Figure 47 : Caracterisation
100 - pharmacologique des cellules activées par
80 | la stimulation électrique du noyau sous-

thalamique.  Pourcentage de cellules

60 1 répondant simultanément a la stimulation
40 1 électrique du NST et a l’application d’ATP
20 1 (100 nM), de glutamate (100 uM) ou de
0 , , . GABA (20 uM), sur la méme tranche.
HFS/ATP HFS/Glu HFS/GABA
n=19 n=15 n=9

Ces résultats montrent une certaine corrélation entre les réponses obtenues avec la
stimulation électrique et I’application des agonistes. Si les cellules activées par la stimulation
¢lectrique semblent étre particuliérement sensibles a 1’application d’ATP, cette corrélation

n’est pas exclusive.
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IV. Implication de PATP, du glutamate et du GABA dans la réponse calcique induite

par la stimulation électrique du noyau sous-thalamique

Le glutamate et le GABA pourraient étre impliqués dans les réponses calciques
observées au niveau des cellules gliales, en tant que neurotransmetteurs libérés lors de la
stimulation électrique du NST. De plus, les cellules activées par la stimulation du NST
semblent exprimer a leur surface des récepteurs sensibles au glutamate, a I’ATP et au GABA
puisqu’elles répondent a ’application des agonistes de ces différents récepteurs. Nous avons
donc essayé¢ de déterminer, par application d’antagonistes spécifiques, dans quelle mesure ces
différents récepteurs sont impliqués dans la réponse calcique induite par la stimulation

¢lectrique du NST.

1. Verification de la spécificité des antagonistes

Avant utilisation, la spécificit¢ de chacun des antagonistes a été vérifiée. Nous
avons opté pour I’utilisation de la suramine, un inhibiteur des récepteurs purinergiques P2Y et
dans une moindre mesure P2X, un cocktail d’inhibiteurs des récepteurs glutamatergiques
contenant du CNQX pour bloquer les récepteurs AMPA, du D-AP5 pour les récepteurs
NMDA et du LAP-3 pour les récepteurs métabotropiques, et enfin la bicuculline méthiodide
(BMI), comme inhibiteur des récepteurs GABAA.

L’application de chacun de ces antagonistes a bien montré un effet inhibiteur
spécifique entrainant une diminution du nombre de cellules répondant a I’application de
chaque agoniste:

- I’application de suramine (100 uM) entraine une diminution de 85,9 + 12,4% (n
= 5 tranches) des réponses calciques observées lors de I’application d’ATP

- ’application du cocktail d’inhibiteurs des récepteurs glutamatergiques (CNQX :
10 uM, D-AP5 : 50 uM, LAP-3 : 100 uM) inhibe 83,0 + 7,7% (n = 4 tranches) des réponses
au glutamate.

- I’application de bicuculline méthiodide (20 pM) entraine une diminution de 61,0
+ 4,3% (n = 15 tranches) des effets de 1’application du GABA sur les réponses calciques des

cellules gliales.

Ces résultats permettent de s’assurer de la spécificité de chaque antagoniste et nous

confortent pour leur utilisation dans la suite de notre étude. Cependant, les résultats mettent
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aussi en avant I’absence d’inhibition totale. Il faudra prendre en compte ce paramétre dans

I’interprétation de leurs effets lors de I’application de la stimulation électrique du NST.

2. Effet de [inhibition des récepteurs purinergiques, glutamatergiques et
GABAergiques sur les réponses calciques induites par la stimulation électrique du
noyau sous-thalamique

Nous avons ensuite déterminé la contribution possible des différents neuro- et
gliotransmetteurs libérés au sein de la SNr, dans les réponses calciques observées lors de la
stimulation électrique du NST via une approche pharmacologique. Pour cela, les tranches sont
stimulées une premiére fois en absence de tout antagoniste puis une deuxiéme fois en
présence d’antagoniste. Les différents antagonistes sont appliqués 1 minute avant et pendant
toute la durée de cette stimulation. Dans certains enregistrements, nous avons remarqué que le
nombre de cellules répondant a la stimulation électrique du NST diminue aprés des
stimulations successives (perte de 5,2 + 27,5% de cellules répondantes lors de la deuxiéme
stimulation; n = 9), nous avons donc une grande variabilit¢ des réponses, entre chaque
expérience, que nous devons prendre en compte pour obtenir et interpréter 1’effet réel de nos
inhibiteurs. Pour pallier a ce phénoméne, le nombre de cellules activées en présence des
différents inhibiteurs est rapporté au nombre de cellules activées lors de la premiére période
de stimulation. Ce rapport est ensuite comparé a celui réalisé sur des tranches contrdles
(sham), en absence d’inhibiteur (Fig. 48B).

La signalisation calcique dans les cellules gliales est principalement médié¢e par ’ATP
et implique principalement les récepteurs purinergiques de type P2Y (Cotrina et al., 2000).
L’application locale au sein de la SNr de 100 uM de suramine entraine une diminution
significative de 59,1% de cellules répondant a la stimulation électrique du NST (35,7 = 17,8%
de cellules répondant versus 94,8 + 27.5%, p < 0,01; n = 12). Ce résultat montre que la
stimulation du NST induit une libération d’ATP dans la SNr et que cet ATP active certaines
cellules gliales de cette structure (Fig. 484).

L’application locale du cocktail d’inhibiteurs glutamatergiques (10 pM CNQX, 100 uM
LAP-3, 50 uM D-AP5S) lors de la stimulation électrique du NST, conduit a une diminution
significative de 60,6% du nombre de cellules répondant a la SHF (34,2 + 14,0% de cellules
répondant versus 94,8 + 27,5%; p < 0,01; n = 11). Ceci confirme, sur le mod¢le de tranche,
une libération de glutamate au sein de la SNr lors de la stimulation ¢lectrique du NST et son
implication potentielle dans la réponse calcique gliale observée sous stimulation électrique

(Fig. 484).
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L’application de 20 uM de bicuculline provoque une diminution significative de
64,9 % (29,9 + 16,5% de cellules répondant versus 94,8 + 27,5%; p < 0,001; n = 25) de la
réponse observée en condition contrdle, confirmant la encore qu’une libération du GABA au
sein de la SNr est impliquée dans les réponses calcique des cellules gliales (Fig. 484).

L’application combinée des trois inhibiteurs induit une diminution significative de
72,9% (21,9 = 14,7% de cellules répondant versus 94,8 + 27,5 %; p < 0,001; n = 12).
Cependant cet effet inhibiteur n’est pas significativement plus important que 1’application

individuelle de chaque antagoniste.
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Figure 48: Implication de I'ATP, du glutamate et du GABA dans les effets de la stimulation
électrique du NST sur I'activité calcique gliale. A) Pourcentage de cellules répondant a la
stimulation du NST en présence de 100 uM de suramine, d’un cocktail d’inhibiteurs des
récepteurs glutamatergiques (glu. inh.) et/ou de 20 uM de bicuculline (BMI). B) Procédure
utilisée pour comparer les réponses obtenues pendant deux stimulations successives sur la
méme tranche, avec ou sans application d’antagonistes. Les tests statistiques effectués sont
des tests de Mann-Whitney avec ** pour p < 0,01, *** pour p < 0,001.

L’ensemble de ces résultats suggere que ces trois neuro et gliotransmetteurs : I’ATP, le
glutamate et le GABA, sont impliqués dans les réponses calciques observées au sein des
cellules gliales de la SNr lors de la stimulation électrique du NST. Leurs effets se superposent

partiellement, et sont clairement interdépendants.
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V. Etude de I’impact de activité des cellules gliales sur ’activité des neurones

L’ensemble des résultats obtenus ci-dessus met en évidence l'activation des cellules
gliales de la SNr en réponse a la stimulation électrique du NST. L’ATP, le glutamate et le
GABA sont libérés sous ’effet de cette stimulation et activent de maniére directe ou indirecte,
les cellules gliales. Ces transmetteurs peuvent avoir une origine neuronale mais également
gliale. Afin de discriminer 1’origine gliale et/ou neuronale de la libération de ces différents
neuro ou gliotransmetteurs et leur implication dans les effets de la SHF du NST, nous avons
utilis¢ des techniques complémentaires de I’imagerie calcique. Cette derniére ne nous
permettant pas d’étudier I’activité des neurones, nous avons choisi deux approches 1) la
mesure de la libération de glutamate sur les tranches de cerveau par une détection
ampérométrique et 2) l'enregistrement de I’activité électrique des neurones par une technique
d’¢lectrophysiologie. Les résultats obtenus sont pour l'instant préliminaires mais ils montrent

la faisabilité et la mise en ceuvre possible de ces approches pour la suite de notre projet.

1. Etude de la libération de glutamate dans la substance noire réticulée lors de la
stimulation électrique du noyau sous-thalamique.

Les enregistrements obtenus en imagerie calcique confirment I’implication du
glutamate dans la réponse a la stimulation électrique, mais mettent également en évidence son
implication dans D’activation des cellules gliales de la SNr. Dans le but de différencier
I’impact du glutamate glial et neuronal, nous avons mesuré sa libération a I’aide de
biocapteurs a détection ampérométrique (collaboration avec Stéphane Marinesco, Inserm
U628, Lyon). La sonde d’enregistrement est placée au sein de la SNr et la libération de
glutamate est détectée en temps réel (résolution temporelle de 1'ordre de la seconde).

Les expériences préliminaires ont permis de mesurer une augmentation de glutamate dans la
SNr pendant la stimulation électrique du NST et aprés I’arrét de celle-ci. Le protocole de
stimulation utilisé¢ dans ces expériences a consisté¢ en une stimulation continue de 200 a 400
nA, 100 Hz, 100 ps pendant 50 secondes. Les expériences préliminaires ont été réalisés en
utilisant les mémes parameétres que ceux utilisés en imagerie calcique (c'est-a-dire 100 a 150
nA, 100 Hz, 100 ps), et nous ont permis d’enregistrer une légeére augmentation de glutamate
uniquement en présence de TBOA, un inhibiteur a large spectre des transporteurs au
glutamate (Shimamoto et al., 1998). En absence de TBOA et avec une intensité de stimulation
entre 200 et 400 pA, une libération de glutamate est enregistrée durant la stimulation, avec

une concentration qui augmente au fur et a mesure de I’augmentation de I’intensité de
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stimulation (Fig. 49). L’augmentation de I’intensit¢ de stimulation peut entrainer un
recrutement plus important des fibres subthalamo-nigrales, expliquant une libération plus
abondante de glutamate durant cette période, d’environ 20 puM au maximum du pic.
Cependant, ceci n’exclut pas une libération gliale de glutamate pendant la stimulation
¢lectrique du NST.

Apres Iarrét de la stimulation, la libération perdure jusqu’a revenir a un taux de base
au bout de 10 a 15 minutes. L’effet observé est donc transitoire et spécifiquement di a la
stimulation. Cette persistance de la libération de glutamate aprés I’arrét de la stimulation
¢lectrique laisse supposer que cette libération est en partie gliale. En effet, lors de I’arrét de la
stimulation, la libération vésiculaire de glutamate par les projections subthalamo-nigrales est
stoppée, seule une libération secondaire peut encore étre mise en jeu. Ainsi, les cellules
gliales peuvent avoir un réle de modulation du signal glutamatergique en maintenant la

libération de ce transmetteur dans le milieu apres l'arrét de la stimulation électrique.
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Figure 49 : Mesure ampérométrique de la libération de glutamate dans la SNr, sous
stimulation électrique du NST. La zone jaune correspond a la période durant laquelle le NST
est stimulé a une intensité croissante de 200 uA a 400 uA. La calibration préalable de
l’électrode permet de quantifier la quantité de glutamate libéré (dans ce tracé, une
augmentation de courant de 200 pA équivaut a 10 uM de glutamate libéré).

Afin de déterminer I’implication des neurones et des cellules gliales dans la libération
de glutamate mesurée, nous avons choisi d’appliquer du KCl et de I’ATP. Le KCl va agir sur
les neurones en entrainant une dépolarisation, tandis que I’ATP va agir sur les récepteurs
purinergiques essentiellement exprimés par les cellules gliales. Les résultats montrent que
I’application d’ATP ou de KCl induit une libération de glutamate au sein de la SNr, en

présence de TBOA (Fig. 50). L’ATP induit une 1égeére augmentation de glutamate au sein de
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la SNr. On peut supposer que cette libération est principalement gliale car, comme nous
I'avons vu, les récepteurs purinergiques sont particulierement abondants au niveau des cellules
gliales. L’application de KC1 40 mM dans le bain induit une libération importante et rapide de
glutamate. Compte tenu de la durée de cette libération, celle-ci doit étre principalement
neuronale, probablement par dépolarisation des neurones glutamatergiques du NST.

Bien que préliminaire, cette étude met en avant la possibilit¢ de distinguer différents

mécanismes de libération de glutamate au niveau des cellules de la SNr.

. TBOA 200 uM .
KCr 40 mm Figure 50 : Mesure ampérométrique de la
320 J l libération de glutamate dans la SNr, lors de
W I’application d’ATP et de KCI en présence de
280 TBOA. La calibration de [’électrode permet de
quantifier la quantité de glutamate libéré (dans ce
240 7 tracé, une augmentation de courant de 20 pA
ATP 100 nM ;oo . sy
T o0 4 | équivaut a 10 uM de glutamate libéré).
%‘ lL L’application d’ATP (100 nM) induit une
= 160 libération de glutamate correspondant a 15 uM
g au pic. L’ application de KCI (40 mM) induit une
E 10- /- augmentation de 300 uM de glutamate
60 - (changement de gain, /2). Le TBOA inhibe les
transporteurs glutamatergiques empéchant la
40 - recapture du glutamate.
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2. Enregistrement de [’activité électrique des neurones GABAergiques de la substance
noire réticulée.

La technique d’imagerie calcique sur tranches de cerveau de rat adulte ne permet pas
I’étude de ’activité neuronale au sein de la SNr dans nos conditions expérimentales. La sonde
calcique pénétre tres peu dans les neurones, et dans les quelques cellules neuronales chargées
aucune activité calcique n’a été enregistrée. Afin de pallier a cela, et dans 1’objectif d’étudier
la communication entre les cellules gliales et les cellules neuronales au sein de la SNr lors de
la stimulation ¢électrique du NST, nous avons choisi d'enregistrer l'activité électrique des
neurones par la technique du patch-clamp. L’application de cette technique est déja bien

connue sur le modéle de tranches (Richards et al., 1997; Shen and Johnson, 2006). Nous nous
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sommes basés sur les expériences effectuées par Shen et Johnson (2006) qui ont développé
cette technique sur un modele de tranches identique au noétre. Comme décrit dans la partie
« matériel et méthodes » (cf § VI, 3.3.2), les tranches sont placées dans la chambre de
perfusion en milieu ACSF carboxygéné, contenant 50 uM de picrotoxine afin d’inhiber toute

activit¢ GABAergique.

2.1 Caractéristiques électrophysiologiques des populations neuronales

La SNr est considérée comme une structure GABAergique mais posséde également
une faible densité de neurones dopaminergiques (cf Résultats § I1.1).
Avant d’appliquer le protocole de stimulation électrique sur les neurones enregistrés, nous
avons ¢étudié leurs caractéristiques électrophysiologiques sachant que chacun des deux types
neuronaux possede « une signature ¢lectrophysiologique » propre (Richards et al., 1997) (Fig.
51). En effet, les neurones GABAergiques ont une activité spontanée rapide (0 a 19,7 Hz), pas
ou peu de courant Ih (cf Contexte Scientifique § I1.1./.4), tandis que les neurones
dopaminergiques ont une activit¢ spontanée beaucoup plus lente (0-12,4 Hz) et un fort

courant Ih (Richards et al., 1997).

Figure 51 : Signature
électrophysiologique d'un neurone
50 pA GABAergique de la SNr. Enregistrement de
Iactivité spontanée d’un neurone GABAergique
de la SNr. Le signal est enregistré en « current-
05s clamp » avec I = 0. On note une activité
réguliere d’environ 14 Hz.

Pour cela, ’activité cellulaire spontanée est enregistrée en cellule entiére en courant
imposé « current-clamp » mais sans imposer de courant (I = 0). Cette étape permettra de
vérifier que les neurones enregistrés correspondent bien a des neurones GABAergiques : ils

ont une activité spontanée rapide et réguliere d’environ 14 Hz.

2.2 Enregistrement de [’activité neuronale sous stimulation électrique du noyau sous-

thalamique

L’activité électrique neuronale sous stimulation du NST est enregistrée en voltage
imposé (« voltage-clamp ») a un voltage de -53 mV, afin de respecter au maximum le
potentiel de membrane des neurones GABAergiques en conditions physiologiques (Shen and

Johnson, 1997). D’autre part, cette valeur de -53 mV permet de se placer exactement au
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potentiel d’inversion de la réponse au GABA, en fonction de la composition du milieu

intracellulaire et la solution intrapipette (Fig. 52).

I en pA En condition expérimentale

/ Solution extracellulaire :
[Na*]= 1272 mM
K*1=25mM

[CH = 133,3mM
53 mV [¥53mv

[ Solution intrapipetle :
VenmV

Potentiel d'inversion [Na*]= 10 mi

de la réponse au =

GABA KI=126mM

[CH = 10+2+4=18 mM

Potentiel d'inversion Equetion de Nerst

de la réponse au
glutamate Ecstiors = E glutarmat= -1 MV ~ 0 mV

E arions = E caga=-53.4mV

Figure 52: Représentation du potentiel d’inversion de la réponse au GABA et au
glutamate. D apres la composition des solutions extracellulaire et intrapipette, [’équation de
Nerst permet de déterminer le potentiel d’équilibre des anions et des cations. Le potentiel
d’inversion de la réponse au glutamate est lié aux potentiels d'équilibre du sodium et du
potassium, tandis que le potentiel d’inversion de la réponse au GABA est lié au potentiel
d’équilibre du chlore. En se placant au potentiel d’inversion de la réponse au GABA, les
courants glutamatergiques enregistrés sont des courants entrants.

Le protocole de stimulation utilisé est identique a celui utilisé dans nos expériences
antérieures : soit une stimulation unique a 100 us, 100 pA, soit un train de 5 stimulations a
100 Hz, 100 ps, 100 pA.

Dans la majorité des neurones enregistrés, une stimulation électrique unique au niveau
du NST induit un courant postsynaptique entrant d’environ 50 pA, formé d’une seule
composante (n = 8 neurones; 5 tranches). Ce courant dure quelques millisecondes (environ 25
ms) puis s’inactive rapidement. Afin de déterminer ’origine de ce courant, une solution
d’ACSF contenant 10 uM de CNQX, un inhibiteur des récepteurs AMPA, est appliquée
pendant 5 minutes sur la tranche. Dans ces conditions, le courant entrant observé
précédemment est inhibé, ce qui l'identifie comme un courant excitateur glutamatergique
dépendant des récepteurs de type AMPA (Fig. 534).

Dans certains cas, une stimulation unique peut engendrer un courant entrant formé de
plusieurs inflexions successives et qui se maintient sur 200 ms environ, avant de revenir a
I’état de base (Fig. 53B; n = 2 neurones). Cependant, le premier pic observé apres la

stimulation (Fig. 53, fleche bleue) reste constant a chaque stimulation dans les réponses poly-
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synaptiques (résultats non montrés). Cette phase précoce (premier pic) est décrite dans la
littérature comme un courant mono-synpatique dépendant essentiellement des récepteurs
AMPA alors que la phase tardive est décrite comme une réponse poly-synaptique dépendante
essentiellement des récepteurs NMDA (Shen and Johnson, 2006). Contrairement a ce qui est
décrit dans cette étude, cette composante poly-synaptique n'est retrouvée que rarement dans

nos expériences (2/10 neurones enregistrés).

50 ms

Figure 53 : Enregistrements de courants post-synaptiques excitateurs dans les neurones
GABAergiques de la SNr lors de la stimulation électrique du NST. 4) Une stimulation
unique a 50 V du NST engendre un courant entrant (courbe noire). En présence de 10 uM de
CNQJX, ce courant est totalement inhibé (courbe rouge). Les courbes représentent la moyenne
de 10 enregistrements consécutifs avec une stimulation toutes les 10 s. B) Exemple d’un
enregistrement formé de plusieurs pics et inflexions induit également par stimulation unique
du NST (n =2/10 cellules).

Les enregistrements sont réalisés en « voltage-clamp » a -53 mV, les fleches indiquent les
artéfacts de stimulation, la ligne pointillée correspond a la ligne de base.

Ces résultats montrent donc que la stimulation électrique du NST induit des courants
post-synaptiques excitateurs, d’origine glutamatergique, au niveau des neurones
GABAergiques de la SNr.

Lorsqu’on applique un train de 5 stimulations, le courant enregistré¢ indique qu’il y a une
sommation des courants puisqu'a chaque stimulation le courant augmente (n = 6 neurones)

(Fig. 54).

Figure 54: Enregistrements de courants
postsynaptiques excitateurs lors de I’application
I S d’un train de stimulation. L application d’un train
1 de 5 pulses de stimulation a 50V entraine une
sommation du courant entrant enregistré. Les

,‘\JV\J /\ enregistrements sont réalisés en « voltage clamp »

100pA  a -53 mV, les fleches indiquent les artefacts de
i stimulation, la ligne pointillée correspond a la
f 50 ms ligne de base.
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L’augmentation de 1'amplitude des EPSCs enregistrée au niveau des neurones de la
SNr suite a I’augmentation du nombre de stimulations, suggérent une augmentation de la

libération de glutamate au sein de la SNr.

En résumé, les résultats préliminaires obtenus, par ampérométrie ou par
¢lectrophysiologie, mettent en évidence la possibilité¢ d’étudier la part neuronale et la part
gliale de glutamate libéré au sein de la SNr lors de la stimulation électrique du NST, d'étudier
la communication pouvant exister entre les cellules gliales et les cellules neuronales mais,
peut-&tre également, d’aborder la question de la modulation de la transmission synaptique par

les cellules gliales.
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L’ensemble des résultats présentés dans cette étude a montré que 1) la SNr est une
structure riche en cellules gliales puisqu’elle contient 68% de cellules gliales pour 32% de
neurones, avec une population gliale majoritairement astrocytaires (26%), 2) les cellules
gliales de la SNr répondent a la stimulation électrique du NST par des signaux calciques, 3)
ces réponses dépendent a la fois du glutamate, du GABA et de ’ATP libérés dans la SNr, lors
de la stimulation. Au final, ce travail de thése a permis de mettre en évidence une réponse
calcique dans les cellules gliales de la SNr suite a la stimulation ¢électrique du NST. Il apporte
un aspect novateur concernant 1’implication potentielle des cellules gliales dans la modulation
des interactions cellulaires induites par la stimulation électrique du NST, au niveau de la
substance noire réticulée. L’identification des acteurs impliqués dans les réponses calciques
gliales induites par la SHF du NST et le role joué par les cellules gliales dans les effets de
cette stimulation, revét ici une importance particuliere pour le décryptage de ses mécanismes
d’action mais également plus générale dans le contexte de la communication neurone-glie au
sein du SNC. Cette étude visant a décrypter les mécanismes cellulaires de la SHF du NST au
niveau de la SNr est la premicre a utiliser la technique d’imagerie calcique. La mise en jeu des
cellules gliales lors de la stimulation électrique du NST que nous avons montré dans ce
travail, contribue a clarifier les interactions cellulaires qui interviennent a distance de la
structure stimulée, et notamment ici, au niveau de la SNr. Toutefois, le role fonctionnel des
cellules gliales dans la modulation des effets de la stimulation électrique au niveau synaptique
reste encore a €lucider. Les approches pharmacologiques utilisées au cours de ce travail, qui
visent a identifier chaque acteur impliqué dans les réponses calciques observées, ne
représentent que le début de ces investigations. Ce n’est qu’a la suite de cette clarification
qu’il sera possible de comprendre la contribution de ces cellules gliales dans 1’efficacité

thérapeutique de ce traitement neurochirurgical chez les patients parkinsoniens.
I. Pertinence du modele d’étude et intérét de la technique d’imagerie calcique

1. Choix et validité du modeéle d’étude

Le modele in vitro utilis¢ dans ce travail est un modele de tranche de cerveau
contenant a la fois le NST et la SNr, et préservant les connexions entre ces deux structures. Ce
modele présente [’avantage de pouvoir maintenir des cellules vivantes dans leur

environnement physiologique. Il permet également d’appliquer facilement de nombreux

agents pharmacologiques pouvant agir rapidement sur la cible choisie. Malgré tout, ce modele
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reste, sur certains points, réducteur. En effet, il ne nous permet pas d’avoir I’ensemble des
structures sur une méme tranche, ni méme 1’intégrité de 1’ensemble de leurs connexions. C’est
pourquoi, comme dans tout mode¢le in vitro, I’interprétation de nos données doit étre modulée
car elle est loin de tenir compte et de représenter la totalité des interactions pouvant intervenir
in vivo. Cependant, ce modele focalisé¢ sur la voie subthalamo-nigrale reste pertinent pour
I’¢tude des mécanismes cellulaires induits par la stimulation du NST, principale cible
chirurgicale thérapeutique de la maladie de Parkinson. Comme nous I'avons vu
précédemment, si les effets bénéfiques en clinique humaine de la stimulation cérébrale
profonde sont spectaculaires, les mécanismes d’action de cette thérapie ne sont pas encore
totalement ¢lucidés. Un certain nombre d’études in vivo s’intéressant aux mécanismes de la
SHF du NST se sont appuyées sur des modeles animaux de la maladie de Parkinson, que ce
soit chez le rat ou le primate. Ces études ont permis d’apporter plusieurs arguments vis-a-vis
de ces mécanismes sur les plans ¢électrophysiologique (Benazzouz et al., 1995; Hashimoto et
al., 2003; Maurice et al., 2003; Kita et al., 2005), biochimique (Bacci et al., 2004; Oueslati et
al., 2007) ou encore neurochimique (Windels et al., 2000; 2003; 2005; Boulet et al., 2006 ;
Bruet et al., 2001; Bruet et al., 2003; Lacombe et al., 2007).

Peu de travaux ont abordé 1’étude de ces mécanismes par des approches in vitro. Seuls les
travaux réalisés par le groupe du Dr Constance Hammond sur des tranches coronales de
cerveau de rat ont pu mettre en évidence I’implication de canaux calciques dépendants du
voltage dans les courants enregistrés sous stimulation électrique au niveau du noyau sous-
thalamique (Beurrier et al., 2001; Garcia et al., 2003). Comme nous 1’avons dit plus haut,
I’approche par imagerie calcique est tout a fait novatrice dans ce domaine et la mise en place
des outils techniques utilisés sur nos tranches de cerveau de rat a dii nécessiter quelques
vérifications préalables.

Tout d'abord, je me suis assurée de la pertinence du modele, en vérifiant que :

- Les cellules restent vivantes tout au long de 1’expérience, sans perte cellulaire
importante. Des marquages a I’iodure de propidium, réalisés a différents temps de
I’expérience, nous ont permis d’évaluer la perte cellulaire & environ 20% en surface. Ces
résultats nous assurent que, méme si les neurones et toutes les cellules gliales ne sont pas
chargés par la sonde calcique, la population cellulaire survivante (environ 80%) devrait
participer a I’effet global observé lors de la SHF du NST ou de la mise en jeu d’agents
pharmacologiques. Ceci est confirmé par nos expériences d'¢lectrophysiologie qui ont permis
d'enregistrer des courants post-synaptiques au niveau des neurones GABAergiques de la SNr

signifiant leur réponse a la stimulation électrique du NST. Les réponses calciques observées
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sont donc le fruit d’interactions entre les cellules chargées et celles qui ne le sont pas, et
représentent la résultante des réponses et des communications cellulaires se produisant au sein
de la SNr médiées par la voie glutamatergique subthalamo-nigale.

- Le pourcentage de cellules microgliales n’augmente pas au cours du temps, ¢liminant
ainsi l'incidence possible de phénomeénes inflammatoires. Ce point, complémentaire du
précédent, permet de s’affranchir de tout phénomeéne d’activation microgliale qui conduirait
inévitablement a des signaux calciques artéfactuels. Ceci a conforté la valeur de nos données
en ¢liminant d'éventuels effets délétéres de préparation et atteste que les meilleures conditions
physiologiques de survie ont pu étre approchées.

- Les connexions entre le NST et la SNr sont bien préservées au niveau anatomique et
fonctionnel. Cependant le pourcentage de fibres subthalamo-nigrales résiduelles est
difficilement évaluable sur notre préparation tissulaire et dépend bien évidemment du plan de
coupe choisi. D¢s lors, on ne peut prétendre qu’elles soient toutes conservées et il nous est

difficile d’estimer la part des fibres participant aux phénomeénes observés.

Un des avantages de ce modele de tranche de cerveau est 1’accessibilité aux cellules
qu'il procure pour réaliser des études cellulaires et moléculaires variées. Ainsi, 1’application
d’agents pharmacologiques est facilitée par une action directe sur les cellules en évitant,
notamment, les problémes de passage de la barriere hémato-encéphalique. Cette application
peut également étre trés localisée sans impliquer I’ensemble des structures du cerveau. Ce
modele de la tranche de cerveau donne aussi la possibilité¢ d’étudier des circuits restreints et
localisés. A la différence des cellules en culture, 1’environnement cellulaire des structures et
des cellules étudiées n’est pas modifié et le réseau cellulaire est maintenu dans des conditions
proches des conditions physiologiques. C’est donc un modele adapté a notre étude qui porte
sur 'implication des cellules gliales dans les effets de la stimulation électrique du NST. Il
permet la conservation d’un réseau entre le NST et la SNr, le maintien des cellules gliales
dans leur environnement cellulaire au niveau de la SNr, et ['utilisation de techniques

d’imagerie telle que 1'imagerie calcique.
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2. Limites et avantages de [’imagerie calcique rencontrés lors de notre étude
expérimentale.

La technique d’imagerie calcique nous a permis de mettre en évidence un nouvel
acteur mis en jeu sous I’effet de la stimulation du NST au sein de la SNr : les cellules gliales.
A notre connaissance, c’est la premicre étude d’imagerie calcique réalisée sur les structures
des ganglions de la base chez le rat l'adulte. Nous avons vu que, dans nos conditions
expérimentales, cette technique a des limites, notamment elle ne nous a pas permis d’étudier
les réponses calciques pouvant avoir lieu dans les neurones. Il se peut que la réponse
neuronale ne fasse pas ou trés peu appel a la signalisation calcique, tout au moins dans sa
partie somatique, mais on sait que la stimulation du NST module I’excitabilit¢é neuronale
(Maurice et al., 2003). Comme le montrent nos résultats d’¢électrophysiologie, la stimulation
du NST induit, au sein des neurones GABAergiques de la SNr, un courant glutamatergique
dépendant des récepteurs AMPA (Fig. 45). En plus de ce courant AMPA, Shen et Johnson
(2006) avaient mis en évidence une composante NMDA dans le signal polysynaptique
enregistré sur les neurones GABAergiques de la SNr, qui serait du a la mise en jeu de
collatérales au sein du NST. Le canal NMDA étant perméable au calcium, il y aurait donc
bien une entrée de calcium dans les neurones lors de la stimulation du NST, mais celle-ci est
peut-étre trop faible ou trop localisée pour étre détectée. D’autre part, dans les expériences
d’électrophysiologie que j'ai réalisées, la composante NMDA n’a pas été détectée
systématiquement (2 neurones/10) et la présence de collatérales au niveau du NST est trés
controversée (Deniau JM, communication personnelle). L’entrée de calcium par cette voie
pourrait donc étre minime. La composante AMPA, qui elle semble majoritaire, est
essentiellement perméable au sodium, ce qui pourrait expliquer 1’absence de signaux
calciques mesurables dans les neurones.

Malgré les différentes adaptations réalisées, la sonde calcique ne pénétre pas, ou trés
peu, dans les cellules neuronales de la SNr. Cette difficulté de chargement des neurones est un
probléme connu dans la littérature (Kettunen et al., 2002). Il existe certaines alternatives
comme notamment celle de faire pénétrer la sonde en I’injectant directement a 1’intérieur de la
tranche par un « puff», a ’aide d’une micropipette placée dans la tranche (Stosiek et al.,
2003). Les limites de cette méthode est que la diffusion de la sonde se restreint a une spheére
d'un diameétre de 300 um. Or, nous avons montré que la SNr contient une faible densité de
neurones (32%) par rapport aux cellules gliales et qui sont, de plus, assez éloignés les uns des
autres. Cette méthode de chargement ne nous permettrait donc pas d’enregistrer 1’activité

calcique d’un large ensemble de cellules. Toutefois, il est possible que plusieurs injections
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soient réalisables afin de pallier a cette limitation technique. Ceci sera prochainement testé sur
nos préparations. D’autres possibilités de chargement, telles que I’utilisation d’une forte
concentration de DMSO pour mieux perméabiliser les cellules, ou I’utilisation d’autres sondes
calciques comme 1’Oregon green ont été testées lors de notre étude (résultats non montrés),
mais aucune n’a permis d’obtenir de meilleurs résultats que I’utilisation du Fluo-4 dans les
conditions décrites dans la partie Matériel et Méthodes.

Quoi qu’il en soit, une minorité de cellules neuronales capte la sonde calcique, et de ce
fait, il nous a ét¢é difficile d’appréhender les communications neurone-glie. Le couplage avec
d’autres  techniques  permettant d’enregistrer ’activité  neuronale, telle que
I’¢lectrophysiologie, a donc été envisagée. Nous avons pu ainsi enregistrer des activités
¢lectriques de neurones GABAergiques de la SNr par électrophysiologie dans nos conditions,
permettant d'envisager un couplage avec l’imagerie calcique. Si, de manic¢re générale,
I’activité électrique est le langage des neurones, ’activité calcique telle qu’observée sur nos
préparations tissulaire et dans nos conditions expérimentales se révéle étre un indicateur
d’activité des cellules gliales, de ce fait, I’intérét de coupler les deux est pertinent. Il serait
donc possible d’enregistrer des réponses complémentaires en appliquant les deux techniques
en méme temps. Ce type d’approche combinée n’a pu étre développé au cours de ma these.
Elle se fera par Elodie Barat (étudiante en 1 année de thése) qui reprend la suite de ce projet
de recherche.

Une autre limite de la technique, liée a la fois au maintien de la viabilité cellulaire et a
la pénétration de la sonde dans les cellules, est I’utilisation d’animaux agés de 17 a 20 jours.
Ce parameétre est a prendre en compte, dans le sens ou certains systémes cellulaires et
moléculaires (réseaux neuronaux) sont encore en développement a ces stades. En effet, il
semble que la maturation des récepteurs se poursuive jusque vers P20 chez le rat. On sait
notamment que 1’expression des récepteurs métabotropiques glutamatergiques du groupe I
(essentiellement mGIluR1 et 5) varie en fonction de 1’age pour des animaux allant du stade
P14 a P18. Ces variations concernent aussi bien les récepteurs présents au niveau des axones
que sur les prolongements des cellules gliales (Hubert and Smith, 2004). Des différences
d’expression de récepteurs GABA 4 ont également été rapportées dans la SNr au stade P15 et
semblent également dépendre du sexe des animaux (Ravizza et al., 2003). Afin de s’assurer
que I’age des rats n’interférait pas avec les résultats de nos expériences, les analyses des
réponses calciques obtenues par différents stimuli (€lectrique ou chimique) ont été réalisées,

et elles ne font pas ressortir de différences significatives dépendantes de 1’age des animaux
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(analysées entre P17 et P21; n = 18 tranches pour chaque stade; résultats non montrés), ce qui

nous a permis de faire une analyse globale regroupant tous les stades.

Un des avantages de la technique d’imagerie calcique est qu’elle permet d'enregistrer
I’activité calcique d’un ensemble de cellules au sein d’une structure ou d’un réseau de
cellules. Elle nous a permis de montrer pour la premiére fois, que les cellules gliales, et
principalement les astrocytes (54% des cellules chargées), sont activées par la stimulation
électrique du NST. Cette réponse gliale dépend de I’ATP, du glutamate et du GABA. Cette
activation laisse ainsi supposer une implication de ces cellules dans la réponse a la
stimulation, en interaction potentielle avec les neurones. La technique d’imagerie calcique,
nous a permis d'étudier certains aspects nouveaux impliquant les cellules gliales de la SNr, et
ouvre ainsi la possibilité d’apporter de nouvelles informations sur le fonctionnement et la

communication des cellules au sein de 1la SNr.

II. Caractérisation des populations cellulaires présentes au sein de la substance noire
réticulée

1. Présence d’une population importante et diversifiée de cellules gliales dans la
substance noire réticulée

D'une manicre générale, les cellules gliales sont les plus représentées au sein du
systtme nerveux central. Nos résultats montrent que, dans la SNr, les cellules gliales
représentent 68% de la population totale contre 32% de neurones. Les trois populations
principales de cellules gliales sont présentes au niveau de la SNr. On a dénombré environ
26% de cellules astrocytaires parmi la population cellulaire totale de la SNr, par marquage
spécifique avec les anticorps anti-GFAP ou S1008. Comme précisé dans 1’introduction, ces
deux marqueurs sont spécifiques des astrocytes mais ils ne rendent pas compte du méme état
physiologique de ceux-ci. La protéine S100B est exprimée dans tous les astrocytes quel que
soit leur état tandis que la protéine GFAP est exprimée a des niveaux détectables uniquement
dans les astrocytes dits « activés ». D’aprés nos résultats, 1’ensemble des astrocytes de la SNr
sont des astrocytes « activés » car on retrouve les mémes pourcentages de cellules marquées
avec les anticorps anti-GFAP et anti-S100B. Ceci laisse supposer que les astrocytes de la SNr
sont réactifs, et il est possible qu’ils jouent un rdle non négligeable au sein de cette structure.
Nos résultats révelent également la présence de 7% de cellules microgliales dans la SNr par

marquage avec I’anticorps Ox-42. A la vue de leur morphologie, celles-ci ne semblent pas
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actives chez le rat sain. Le pourcentage d’oligodendrocytes n’a pu €tre déterminé précisément,
par absence de marquage anti-CNPase sur nos tranches. Il semble que 1’anticorps ne se fixe
pas dans nos conditions expérimentales. Par déduction, le pourcentage d’oligodendrocytes et
de leurs progéniteurs est estimé a environ 25%. Des cellules gliales NG2 ont également été
détectées au niveau de la SNr par un marquage avec 1’anticorps anti-NG2, elles représentent
10% de la population cellulaire nigrale, et peuvent jouer un role important dans le
renouvellement cellulaire lors d’une lésion cérébrale (Wigley et al., 2007). Les résultats
montrent ainsi que les populations gliales principales de la SNr sont des astrocytes et
probablement des oligodendrocytes.

A co6té du role actif des astrocytes dans la physiologie du systéme nerveux, il est
maintenant admis qu’un dysfonctionnement de la communication neurone-glie puisse avoir
des implications dans la physiopathologie du cerveau (Araque, 2006). Des analyses post-
mortem sur des cerveaux de patients parkinsoniens montrent que la perte des neurones
dopaminergiques de la SNc est accompagnée d’une réaction gliale importante dans cette
structure, phénomene qui n’est pas retrouvée dans le striatum (Teismann et al., 2003). On
retrouve une légere augmentation du nombre d’astrocyte et d’expression de la protéine GFAP
au niveau de la SNc. La réaction microgliale est, quand a elle, trés importante dans les régions
les plus touchées par le processus de neurodégénérescence. Les astrocytes voient également
leur nombre augmenter méme s’ils semblent moins impliqués que la microglie dans les
processus d’inflammation (Teismann and Schulz, 2004).

Etant donné I’importance de la proportion de cellules gliales au sein de la SNr, et plus
particuliérement de la population astrocytaire, le role des cellules gliales au sein de cette

structure n’est sans doute pas a négliger.

2. Caracterisation fonctionnelle de certains acteurs présents au niveau des cellules
gliales de la substance noire réticulée

La SNr contient donc une importante proportion de cellules gliales qui peuvent étre
impliquées dans la communication cellulaire et 1’activité de cette structure. Les résultats
concernant la caractérisation des populations cellulaires chargées montrent que la majorité des
cellules ayant incorporé la sonde calcique sont des astrocytes. Ils représentent 54% de la
population de cellules chargées. Dans le but d’appréhender I’implication fonctionnelle des
cellules gliales dans la SNr nous avons recherché, sur les cellules chargées, la présence
d’acteurs moléculaires pouvant étre impliqués dans la neuro et/ou la gliotransmission. Pour

cela, nous avons ciblé notre étude sur les récepteurs glutamatergiques, les récepteurs
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GABAergiques et les récepteurs purinergiques qui sont tous importants dans la
communication des cellules gliales et potentiellement exprimés au sein de la SNr.

L’application indépendante de chacun des agonistes respectifs de ces récepteurs a permis de
montrer que le glutamate (100 uM) induit une augmentation de calcium dans environ 25% de
cellules gliales chargées, I’ATP (100 nM) induit une activation de 24% des cellules chargées
et le GABA (20 uM) induit une élévation de calcium dans 17% des cellules ayant incorporé la
sonde calcique. Ces résultats nous ont permis de mettre en évidence que les cellules gliales de
la SNr sont sensibles a ces transmetteurs, laissant suggérer qu’elles expriment peut étre des
récepteurs au glutamate, au GABA et a I’ATP. Cependant, I’action des différents agents ne
touche pas I’ensemble des cellules de la SNr, ce qui laisse supposer qu’il pourrait exister une
répartition hétérogeéne des récepteurs a la surface de ces cellules gliales décrites. Afin de
pousser un peu plus loin cette étude de la sensibilité des cellules gliales de la SNr a ces
agents, nous avons effectué des applications successives des différents agents. Les résultats
mettent en évidence des populations de cellules répondant a la fois a I’ATP et au glutamate
(environ 14%, n = 40 tranches), et des populations répondant a la fois au glutamate et au
GABA (environ 9%, n = 9 tranches). D’autres données trés préliminaires, montrent également
une faible proportion de cellules répondant a I’ATP et au GABA (3% pour n = 1), ou encore
aux trois applications (3,6% pour n = 1). Les résultats montrent donc des différences de
sensibilités des cellules gliales, au glutamate, au GABA et a I’ATP. Ainsi, il est possible
semble que les différents récepteurs impliqués ne soient pas tous présents ou tout au moins
pas tous actifs sur ’ensemble des cellules gliales chargées de la SNr. Ceci peut mettre en
avant une répartition particuliére de ces récepteurs en fonction de la localisation des cellules
par rapport aux terminaisons synaptiques. Des cellules gliales proches des terminaisons
GABAergiques, comme par exemple des terminaisons pallido-nigrales ou striato-nigrales de
la SNr, pourront exprimer préférentiellement des récepteurs GABAergiques et/ou
purinergiques, tandis que des cellules gliales proches des terminaisons glutamatergiques
subthalamo-nigrales pourront exprimer des récepteurs plutét glutamatergiques et/ou
purinergiques. Par ailleurs, nos résultats montrent également qu’une faible proportion de
cellules (9%) semble exprimer a la fois les récepteurs glutamatergiques et les récepteurs
GABAergiques. Dés lors, les différentes réponses calciques observées suite a 1’application
des agonistes, n’exclut pas la présence de 1’ensemble de ces récepteurs sur la totalité des

cellules chargées, mais probablement dans des proportions différentes.
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Dans la suite de notre étude, nous nous sommes intéressés aux cellules répondant a la
stimulation électrique du NST. Afin de caractériser ces cellules nous avons utilisé des
antagonistes des récepteurs au glutamate, au GABA et a I’ATP, dont la spécificité a ¢été
vérifiée au préalable.

Les résultats montrent que chaque antagoniste est bien spécifique et qu’il inhibe bien 1’action
de I’agoniste utilisé. Cependant les inhibitions observées ne sont pas totales. La suramine
inhibe de 86% environ le nombre de cellules répondantes a I’ATP. Cette inhibition
incompléte de I’ATP peut s’expliquer en partie par le fait de 1’utilisation d’un antagoniste
compétitif. Un tel antagoniste va agir sur le méme site que 1’agoniste, de fagon réversible.
Bien que appliqué en plus grande proportion que 1’agoniste, la dynamique de liaison laisse la
possibilité a 1’agoniste d’avoir acces a son site d’action. L’inhibition est donc partielle.
D’autre part, la suramine inhibe 1’ensemble des récepteurs purinergiques P2Y et P2X mais
elle agit plus faiblement sur les P2X. Bien que peu nombreux par rapport aux récepteurs
purinergiques métabotropiques P2Y, les P2X sont tout de méme présents a la surface des
cellules gliales et peuvent étre activés par I’ATP (James and Butt, 2002).

L’inhibition de ’effet du glutamate par le cocktail d’inhibiteurs glutamatergiques est de 83%.
Les antagonistes CNQX (10 uM) et D-AP5 (50 uM) sont des antagonistes compétitifs
spécifiques des récepteurs AMPA et NMDA, respectivement. Une absence d’inhibition totale
peut également s’expliquer par 1’aspect sélectif des antagonistes utilisés. Malgré 1’incubation
des antagonistes avant 1’application des agonistes, la pénétration des inhibiteurs dans la
tranche n’est peut étre pas immédiate ni totale. Ceux-ci étant appliqués a I’inverse du flux
d’ACSF dans la chambre de perfusion (afin de ne pas avoir d'effet sur l'activité¢ des cellules
NST), leur action est peut-&tre limitée par une durée de présence trop courte dans la chambre.
Quant au LAP-3 (100 uM), c’est un puissant antagoniste des récepteurs métabotropiques,
difficilement réversible. Les réponses restantes sont donc probablement dues a une activation
des récepteurs glutamatergique ionotropiques et peu a une activation des récepteurs
métabotropiques.

Enfin, I’application de bicuculline (20 pM) inhibe 61% des cellules chargées répondant au
GABA. La bicuculline méthiodide, est également un antagoniste compétitif qui va inhiber

spécifiquement les récepteurs GABA,.
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ITII. Réponse des cellules gliales de la substance noire réticulée suite a la stimulation
¢électrique du noyau sous-thalamique

1. Participation du glutamate, de I’ATP et du GABA dans [’activation des cellules
gliales de la SNr lors de la stimulation électrique du noyau sous-thalamique

1.1 Le glutamate

L’implication du glutamate dans la réponse nigrale lors de la SHF du NST a ¢été mise
pour la premiére fois en évidence par des expériences de microdialyse in vivo (Windels, et al.,
2000; 2003; 2005; Boulet et al., 2006). Des enregistrements extracellulaires in vivo (Maurice
et al., 2003) ou encore par des enregistrements d’EPSCs in vitro (Shen and Johnson, 2006)
sont venus conforter ces observations neurochimiques. D’apres nos résultats, 1'inhibition des
différentes familles de récepteurs glutamatergiques diminue de 64% le nombre de cellules
gliales de la SNr répondant a la stimulation électrique du NST (p < 0,001). Ces résultats
confirment donc que du glutamate est bien libéré lors de la stimulation ¢électrique du NST et
montrent que celui-ci induit une réponse calcique dans les cellules gliales de la SNr chargées
en sonde calcique. Ainsi, le glutamate issu des fibres subthalamo-nigrales (Maurice et al.,
2003; Shen and Johnson, 2006) va agir directement sur les cellules gliales de la SNr en
entrainant des réponses calciques. Ces signaux calciques vont pouvoir engendrer de multiples
réponses au sein du réseau glial de cette structure, dont une libération secondaire de glutamate
(Verkhratsky and Kirchhoff, 2007a). Il est fort possible que la libération de glutamate induite
par la SHF du NST au sein de la SNr ait une double origine, a la fois neuronale et gliale. La
contribution des cellules gliales dans la libération du glutamate au sein de la SNr avait déja
été évoquée lors des expériences de microdialyse intracérébrale chez des rats sains, montrant
que les taux élevés de glutamate dans la SNr se maintenaient voire augmentaient apres 1’arrét
de la SHF du NST (Windels et al., 2000). Cependant, ces résultats ont été obtenus dans des
conditions de stimulation a des parametres dyskinésiants chez 1’animal (130 Hz, 60 us, 500
nA) et ne peuvent donc €tre comparé directement avec les résultats obtenus dans ce travail.

L’activité¢ des cellules gliales, induite par la libération de glutamate neuronal
provenant des terminaisons subthalamo-nigrales, pourrait ainsi aboutir a une libération gliale
de glutamate, mais également d’ATP, de D-sérine ou d'autres gliotransmetteurs contribuant
probablement aux réponses calciques observées dans notre étude. Ces gliotransmetteurs ainsi
libérés a proximité des synapses ou a distance peuvent agir a la fois sur des cellules gliales et
sur des neurones, modulant leur activité respective (Jourdain et al., 2007). On ne peut donc

pas exclure que certaines des réponses calciques enregistrées dans notre étude ne puissent pas

134



Discussion

refléter la conduction et la propagation de vagues calciques a travers ce réseau, en absence
d’une action directe du glutamate sur les récepteurs des cellules activées. Afin de déterminer
si la propagation de vagues calciques a travers les cellules gliales est impliquée dans les
réponses calciques observées, il est envisagé d’utiliser des inhibiteurs des jonctions

communiquantes, tel que le carbenoxolone.

1.2 L’ATP

Nous avons pu confirmer la libération et 1’implication de I’ATP dans les réponses
gliales induites par la stimulation électrique en bloquant les récepteurs purinergiques par
I’application de suramine, un inhibiteur des récepteurs purinergiques P2Y et P2X.
L’application de 20 uM de suramine inhibe environ 95% des réponses induites par la
stimulation électrique du NST (p < 0,01). Nous avons donc ici une confirmation de
I’importance du role de I’ATP dans 1’activité et I’activation des cellules gliales. L’activation
des cellules gliales par I’ATP, sous I’effet de la stimulation électrique du NST, peut étre soit
la conséquence d'une action directe induite par la libération d’ATP au niveau des synapses
subthalamo-nigrales (Pankratov et al., 2006), soit étre, au contraire, due a une activation
indirecte induite par une libération secondaire provenant des astrocytes qui ferait suite a
’activation des récepteurs glutamatergiques des cellules gliales (Domercq et al., 2006). Une
sommation des deux effets, directs et indirects est trés probable. 1l est difficile de dégager de
nos résultats une différence temporelle dans la réponse a la stimulation qui permettrait de faire
la part entre ces différentes hypotheses. L’ATP est le principal messager des cellules gliales
(Inoue et al., 2007). La majorité des cellules gliales qui répondent a la stimulation du NST
répondent également a I’application d’ATP dans le milieu. En effet, nous avons mis en
¢vidence une forte corrélation (84.4 + 15.0%, coefficient de corrélation : » = 0,83) dans les
réponses des cellules gliales a I’ATP et a la stimulation électrique du NST. Ceci laisse
supposer une libération directe de I’ATP au niveau synaptique lors de la stimulation du NST
et montre la possibilité d’action de I’ATP en tant que neurotransmetteur, pouvant étre libéré
par les neurones (Burnstock, 2006). L’ATP peut également provenir d’une libération a partir
des neurones GABAergiques de la SNr, aprés activation de ceux-ci par le glutamate
provenant des fibres subthalamo-nigrale. La libération d’ATP par les cellules gliales dépend
de Pactivité calcique, notamment pour les mécanismes de libération par exocytose ou par la
voie lysosomale (Zhang et al., 2007). Il est a noter que I’ATP peut aussi agir sur les neurones

eux-mémes puisqu’ils expriment des récepteurs purinergiques a leur surface, aux niveaux pré
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et postsynaptiques (Inoue et al., 2007). Son action sur les récepteurs P2X présents sur les
neurones peut entrainer une entrée de calcium générant un signal neuronal, une dépolarisation
ou encore la génération de potentiels d’action (Fields and Stevens, 2000; Pankratov et al.,
20006). Il semble cependant que I’ATP libéré par les astrocytes puisse également induire une
suppression de 1’activité glutamatergique synaptique (Zhang et al., 2003). En effet,
I’activation des synapses glutamatergiques entraine une libération de glutamate qui active les
astrocytes a proximité. En retour, les astrocytes libérent de I’ATP, celui-ci pouvant agir au
niveau des récepteurs présynaptiques P2Y présents sur les neurones, et induire ainsi une
suppression de I’activité de ces neurones présynaptiques. L’ATP pourrait également induire
une inhibition, apres sa conversion en AMP puis en adénosine qui est un messager chimique
ubiquitaire intervenant dans la modulation de nombreuses activités cellulaires du systéme
nerveux central (Dunwiddie and Masino, 2001). L’adénosine va avoir une action
essentiellement inhibitrice par son action sur les récepteurs A; majoritaires au niveau des
neurones (Benarroch, 2008). Etant donné que I’ATP peut étre dégradé en moins de 200 ms
dans I’espace extracellulaire (Dunwiddie et al., 1997), il est tout a fait possible que
I’adénosine puisse étre impliquée dans les mécanismes de régulation des activités dans notre
modele en agissant sur les récepteurs Al présents dans la SNr (Shen and Johnson, 1997). Une
é¢tude récente montre que la stimulation électrique du thalamus entraine une libération
d’adénosine au sein du thalamus stimulé. De par son action sur les récepteurs A1, 1’adénosine
libérée lors de la SHF du thalamus pourrait inhiber la transmission excitatrice de cette
structure, responsable des tremblements. L’adénosine jouerait donc un roéle dans la
suppression des tremblements sur des mod¢les animaux de la maladie de Parkinson et sur les
tremblements essentiels (Bekar et al., 2008). Ainsi, la libération d’ATP par les cellules gliales
dans le milieu extracellulaire pourrait avoir un rdle de modulation de I’activité neuronale par
un effet inhibiteur, via sa dégradation en adénosine. Au-dela d’une communication entre
neurones et cellules gliales, I’ATP libéré par les cellules gliales peut également agir sur la
communication entre les cellules gliales elles-mémes, en agissant sur le métabolisme glial ou
la libération de gliotransmetteurs, ce qui a ¢ét¢ montré notamment lors de processus

d’activation gliale induit par des lésions du tissu cérébral, (Dare et al., 2007).

1.3 Le GABA

Enfin, en plus du glutamate et de ' ATP, nous avons €galement mis en évidence 1’effet
du GABA dans les réponses calciques observées dans la SNr lors de la stimulation électrique

du NST. En effet, 'application de bicuculline (20 uM), un antagoniste des récepteurs
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GABA,, diminue significativement de 68% le nombre de cellules répondant a la stimulation
¢lectrique du NST (p< 0,001). Les réponses calciques observées lors de la stimulation
¢lectrique du NST peuvent étre dues a une action directe du GABA relayée ou non par un
effet indirect dii a la libération d'autres gliotransmetteurs. Concernant I’effet direct, il passe
par D’activation des récepteurs gliaux GABAA qui induit une dépolarisation membranaire
conduisant a une entrée de calcium (Fraser et al., 1994). Une action indirecte suite a
I’activation des cellules gliales par le GABA impliquerait une libération de différents
gliotransmetteurs, tels que le glutamate et 'ATP, dépendant du signal calcique engendré par
l'effet direct du GABA.

De plus, il faut prendre en compte que l'effet du GABA libéré est double sur les
cellules de la SNr. Il a été décrit qu’il pouvait induire, in vivo, une hyperpolarisation des
neurones (Maurice et al., 2003) et nos expériences in vitro montrent qu’il est capable
d’induire une activation calcique dans les cellules gliales, suite a une dépolarisation
membranaire (activation de 17% des cellules gliales chargées de la SNr). La résultante
fonctionnelle de son action doit prendre en compte ces deux aspects : alors que les neurones
sont inhibés, les cellules gliales peuvent de leur c6té libérer des gliotransmetteurs pouvant
induire une activation neuronale. Nos expériences d’imagerie calcique ne nous permettent pas
de distinguer I’action directe de I’éventuelle action indirecte du GABA. La réalité sur le plan
fonctionnel de I’activation des cellules gliales médiée par le GABA reste complexe et difficile
a ¢lucider. L’impact fonctionnel du GABA au sein du réseau des ganglions de la base, et
notamment au sein de la SNr, reste une question importante et plus particulierement dans la
compréhension des mécanismes de la SHF du NST. Sur la base des travaux publiés par le
laboratoire, qui avaient montré qu’il existait une libération nigrale de GABA sous ’effet de la
SHF du NST, il avait été émis I’hypothése que le GABA pouvait étre le neuromédiateur clé
de I’effet clinique observé chez les patients parkinsoniens stimulés, notamment pour son effet
inhibiteur sur I’hyperactivité de la SNr. L’origine pallidale du GABA a été évoquée par
I'observation de 1’absence de libération de GABA au niveau de la SNr, suite a une Iésion du
GP chez le rat hémiparkinsonien, lors de la SHF du NST (Windels et al., 2005). Elle a, par la
suite, été confirmée par des études pharmacologiques et électrophysiologiques chez le singe
(Kita et al., 2005). Toutefois, dans notre modele de tranche de cerveau le GP est absent. Il est
donc probable que la libération de GABA provienne principalement des collatérales d'axones
GABAergiques de la SNr, mais ceci n’exclu pas la stimulation des fibres en provenance du

GPe. Enfin, pour conclure sur cette question de l’origine du GABA nigral, on ne peut
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¢videment pas exclure une libération gliale, bien que celle-ci soit trés peu décrite a ce jour

(Sellstrom and Hamberger, 1977).

A partir des quelques données de la littérature et des données obtenues dans ce travail,
nous avons essay¢ de proposer le modele suivant (fig. 55) illustrant les relations possibles se
mettant en place entre les neurones et les cellules gliales de la SNr sous I'effet de la SHF du
NST. La stimulation électrique du NST induit une libération de glutamate dans la SNr,
responsable de I’activation des neurones GABAergiques nigraux (1) et des cellules gliales (2).
Sachant que les neurones glutamatergiques sont capables de libérer de I’ATP (Pankratov et
al., 2006), il est possible qu'une co-libération de glutamate et d’ATP entraine ’activation
conjointe des récepteurs glutamatergiques et purinergiques des cellules gliales (2), sans
négliger la possibilit¢é de libération indirecte d’ATP par les cellules gliales elles-mémes,
induite par l'activation des récepteurs gliaux glutamatergiques ou GABAergiques (3, 4).
L’activation des neurones GABAergiques de la SNr peut induire une libération de GABA a
partir des collatérales de ces neurones dans la SNr (3), qui peut agir sur les neurones mais
¢galement sur les cellules gliales, provoquant une activation de ces cellules. De leur c6té, une
fois activées, les cellules gliales sont capables de libérer de I’ATP (4), du glutamate (5) et/ou
du GABA (5). Ces gliotransmetteurs peuvent a leur tour agir sur les neurones et participer a la

modulation de I’activité électrique induite par la SHF du NST.

D'une manicre générale, le fait que nous ayons mis en évidence une activation des
cellules gliales lors de la stimulation électrique du NST impliquant a la fois le glutamate, le
GABA et I’ATP souléve de nombreuses questions, notamment: quelle est la résultante
fonctionnelle de I’activation des cellules gliales au niveau de la modulation des voies de
sortie ? Y a-t-il un partenariat entre le glutamate, le GABA et/ou ’ATP ? Y a-t-il d’autres
neuro et/ou gliotransmetteurs impliqués comme par exemple la D-sérine ou la taurine ? Quel
role jouent ces cellules gliales dans 1’inhibition des voies de sorties ? Comment 1’activation

des cellules gliales par le GABA peut moduler 1’activité neuronale nigrale ?
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Figure 55 : Modeéle schématique illustrant les différents phénomeénes pouvant étre induits
par la stimulation électrique du NST au niveau des cellules de la SNr. Les neurones du NST
liberent du glutamate qui active les neurones GABAergiques et les cellules gliales de la SNr
(1,2). L’activation des cellules gliales peut également passer par une libération d’ATP (2).
Les neurones GABAergiques de la SNr stimulés peuvent libérer du GABA dans ce noyau (3).
Les cellules gliales activées peuvent également libérer de l'ATP (4), du glutamate (5) et/ou du
GABA (35).

2. Mesures de l’effet de la stimulation sur la libération de glutamate et sur l'activité
neuronale

Comme décrit dans la littérature et dans ce travail, le glutamate est largement impliqué
dans les effets de la SHF du NST. La libération de glutamate au niveau de la SNr sous SHF
du NST a largement ét¢ mise en évidence par de nombreuses techniques telles que la
microdialyse intracérébrale, 1’électrophysiologie, et dans notre travail, nous avons montré son
implication dans les réponses calciques observées par imagerie calcique. On sait également
que c’est un médiateur important de la communication neurone-neurone et neurone-glie. Le
fait que des augmentations de glutamate soient observées par des techniques de microdialyse
aprés I’arrét de la SHF du NST (Windels et al., 2000) a souligné une possible contribution
gliale que I’on a cherché a confirmer. L’utilisation de biocapteur ampérométrique sur tranche
de cerveau, couplés a I’appication d’agents pharmacologiques, permettra peut-étre de mettre
en évidence cette libération gliale. Cette technique permet de mesurer la dynamique de

libération du glutamate, avec une résolution temporelle de 1’ordre de la seconde et de détecter
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des variations extracellulaires avec une sensibilité¢ de I'ordre de 100 nM. Elle présente donc
une résolution temporelle beaucoup plus précise que celle de la microdialyse intracérébrale.
Ces types de biocapteurs ampérométriques ont €té utilisés sur des animaux vivants anesthésiés
au niveau du cortex (Pernot et al., 2008) mais ils n’avaient encore jamais été testés sur
tranches de cerveau. Nous avons donc testé cette technique sur notre modele de tranche et
I’enregistrement des variations des taux de glutamate s’est révélée possible. Les résultats
préliminaires obtenus par cette technique d’ampérométrie, mettent en évidence une libération
de glutamate au sein de la SNr pendant la stimulation électrique du NST et qui se poursuit
apres Darrét de la stimulation. D'apres ces résultats, la libération de glutamate est immédiate,
des le début de la stimulation supposant une libération directe du glutamate a partir des fibres
subthalamo-nigrales stimulées. Dés DI’arrét de la stimulation, la libération vésiculaire de
glutamate au niveau des terminaisons synaptiques est stoppée (Garcia et al., 2005). Cependant
nos résultats montrent que le taux de glutamate continue a augmenter, ce qui est sans doute 1ié
a un mécanisme métabolique mettant probablement en jeu a une libération de glutamate par
les cellules gliales.

D’autres résultats préliminaires ont été obtenus en présence de TBOA, un inhibiteur a
large spectre des transporteurs glutamatergiques, et montrent qu’une application de KCl (40
mM) dans le liquide de perfusion de la tranche induit une libération de glutamate (de I'ordre
de 300 uM) au sein de la SNr, détectée par ampérométrie. Le KCl ajouté dans le milieu va
induire une dépolarisation des neurones glutamatergiques du NST et ainsi conduire a une
libération de glutamate dans la SNr. A forte concentration (40 mM), le KCI est connu pour
dépolariser les neurones mais il n’a pas le méme effet sur la concentration intracellulaire de
calcium dans les cellules gliales (Dallwig and Deitmer, 2002). Comme présenté en
introduction les cellules gliales expriment une forte proportion de canaux potassiques
majoritairement de type rectifiant entrant (« inward rectifier») qui maintiennent un potentiel
de repos de la cellule proche du potentiel d’équilibre du potassium, c'est-a-dire entre -80 et -
90 mV, et qui jouent un réle important dans la régulation de la concentration de potassium
extracellulaire (Butt and Kalsi 2006). Lors d’une augmentation de la concentration
extracellulaire de potassium, I’équilibre se déplace et les cellules gliales se dépolarisent mais
I’absence de canaux calciques dépendants du voltage fait que cette augmentation n’entraine
pas d’augmentation du calcium cytosolique. De ce fait, I’augmentation de glutamate observée
lors de I’application de KCI provient majoritairement d’une libération neuronale.

Le taux de glutamate libéré dans cette expérience sous 1’effet de la stimulation

¢lectrique du NST est d’environ 15 uM (résultat non montré), il est donc beaucoup plus faible
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que le taux de glutamate libéré lors de 1’application de KCI. Le KCl ajouté dans la chambre de
perfusion active probablement 1’ensemble des terminaisons glutamatergiques du NST, tandis
que I’¢lectrode, en fonction de sa localisation dans le NST, ne va affecter que quelques fibres
et corps cellulaires au pourtour de 1’¢lectrode. Il se peut également, que les fibres activées ne
soient pas celles qui passent a proximité du biocapteur, et que 1’effet enregistré soit, de ce fait,
atténué. Par ailleurs, il est possible que les fibres activées a distance entrainent une activation
du métabolisme glial conduisant a une libération de glutamate qui se propage jusqu’au
biocapteur. Cet effet serait donc indirect et sans doute plus faible.

L’application de 100 nM d’ATP induit également une libération de glutamate dans la
SNr (15 uM). Cependant cette libération est détectable uniquement en présence de TBOA, ce
qui signifie que le glutamate libéré par une action de I’ATP est en tres faible quantité, va agir
trés vite sur les récepteurs ou va étre rapidement recapté par les transporteurs. En effet, ’ATP
ajouté dans le milieu devrait normalement agir sur les récepteurs purinergiques exprimés a la
surface des cellules gliales et entrainer des mouvements calciques. Ces variations de calcium
vont a leur tour pouvoir induire une libération de glutamate soit par exocytose soit par voie
lysosomale. Ceci laisse donc supposer une libération de glutamate par les cellules gliales. On
ne peut cependant pas totalement exclure ici, la possibilit¢é d’une action de I’ATP sur les
quelques récepteurs purinergiques présents a la surface des neurones. On remarque ici que la
libération de glutamate induite par 1’application de I’ATP est beaucoup plus faible que celles
induites par le KCI. Ceci laisse supposer que les neurones jouent certainement un role

prépondérant dans la libération de glutamate par rapport a celui des cellules gliales.

Les enregistrements €lectrophysiologiques réalisés au cours de ce travail ont permis de
mesurer un courant glutamatergique entrant au niveau des neurones GABAergiques de la
SNr, lors de la stimulation électrique du NST confirmant ainsi 'action du glutamate au niveau
des neurones de la SNr lors de la stimulation du NST. Ces résultats étaient déja connus dans
la littérature mais ils nous ont permis de vérifier la faisabilité de ces expériences dans le but
d'étudier les interactions entre cellules gliale et neurones de la SNr, lors de la stimulation
¢lectrique du NST. En effet, le courant enregistré est du a une entrée de glutamate provenant
de la SNr, qui peut provenir soit d’une libération directe par stimulation des fibres
subthalamo-nigrales soit d’une libération gliale, ou bien des deux phénomeénes couplés. Ainsi
I’é¢tude de ID’activité neuronale par ¢Electrophysiologie sur nos préparations, couplés a
I’application d’inhibiteurs gliaux, pourrait nous permettre de déterminer si les cellules gliales

sont impliqués dans I’appartition de ce courant glutamatergique.
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L’ensemble des résultats obtenus par ces techniques complémentaires de I’imagerie
calcique, nous donne la possibilité d’étudier les effets de la stimulation a la fois sur les
cellules gliales et les neurones. L’utilisation d’une telle combinaison d’outils techniques nous
aidera a mieux appréhender le role des cellules gliales de la SNr dans les effets de la
stimulation électrique du NST. La stimulation cérébrale profonde permettant d’abolir les
symtomes moteurs chez les patients parkinsoniens, la question est de savoir de quelle maniére

les cellules gliales contribueraient a cet effet clinique.

IV. Perspectives : role des cellules gliales dans les effets de la stimulation électrique du
noyau sous-thalamique dans la maladie de Parkinson : un partenariat entre cellules

gliales et neuronales ?

1. Ouverture possible a d'autres techniques d’imagerie

La technique d’imagerie calcique utilisée dans ce travail nous a permis d’aborder un
nouvel aspect des effets de la stimulation cérébrale profonde, en montrant un impact de celle-
ci sur les cellules gliales de la SNr. Les réponses calciques enregistrées au sein des cellules
gliales décrivent leur activation lors de la stimulation électrique du NST. L’implication des
cellules gliales dans la communication et la modulation des activités neuronales est, a ce jour,
de plus en plus décrite. Ainsi, nous avons focalisé notre étude sur cette implication dans les
effets de la stimulation électrique du NST.

De par la quasi absence de chargement des neurones avec la sonde calcique, il a été
envisagé d’enregistrer les mouvements sodiques et/ou les variations de potentiel membranaire
par d'autres techniques d’imagerie, qui pourraient permettre d’étudier les modifications
d’excitabilité cellulaire. Nous avons enregistré des courants glutamatergiques entrant au
niveau des neurones GABAergiques de la SNr, avec une composante AMPA majoritaire
essentiellement perméable au sodium. Cependant, les sondes sodiques actuellement
disponibles ont une trés mauvaise sensibilité au Na™ et sont délicates a utiliser. Pour l'instant,
seul le couplage de I’imagerie calcique a des techniques d’¢lectrophysiologie, pourra apporter
des informations pertinentes sur le niveau d’interaction neurone-glie au sein de la SNr,
notamment sur la compréhension du réle des neuro et gliotransmetteurs dans la modulation de
I’activité ¢€lectrique neuronale. L'électrophysiologie ne permet d'enregistrer qu'une seule
cellule a la fois et, des lors, les informations régionales et de réseaux, que permettent les

techniques d'imagerie, ne sont de ce fait pas exploitables. Dans ce sens, nous avons entrepris
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une collaboration avec le laboratoire de Spectrométrie Physique (Dr Jean-Claude Vial, CNRS,
Grenoble) pour mettre au point une technique d’imagerie par « Génération de Second
Harmonique » afin d'imager les modifications de potentiel membranaire. La génération de
seond harmonique est un phénomene non-linéaire de diffusion de la lumicre se produisant
dans des assemblages moléculaires sans centro-symétrie (monocouche lipidique, collagéne...)
et qui se traduit par un doublement de la fréquence de la lumiére (division par 2 de la
longueur d’onde). Pour cela, on utilise des sondes sensibles aux variations de potentiel qui
s'insérent dans la monocouche lipidique externe.

Ces sondes sont actuellement en cours de développement. L’application d’une telle approche
sur notre modele nous permettrait d’enregistrer les variations du potentiel de membrane de
I’ensemble des neurones de la SNr. Ainsi, nous aurions acces a l'ensemble du réseau neuronal
de la SNr.

D’autres perspectives restent également envisageables avec la technique d’imagerie
calcique. En effet, le calcium n’est pas un témoin ordinaire d’une modification d’activité
cellulaire, il joue un réle important dans la signalisation et la communication intercellulaire, et
ce, soit par un effet a courte distance sur les cellules avoisinantes, soit par intervention dans
une communication a plus longue distance. Il doit donc d’étre considéré comme une sorte de
chef d’orchestre qui coordonne certaines informations au sein d’un réseau. L’imagerie
calcique a révolutionné les approches pour 1’analyse fonctionnelle du cerveau sur des modéles
animaux expérimentaux, in vitro et in vivo. Les progres récents dans le développement de
senseurs au calcium, couplés avec de nouvelles approches de marquage de ces molécules ainsi
que la mise en ceuvre de puissantes techniques d'imagerie, comme la microscopie bi-
photonique, permettent aujourd’hui une étude trés précise des variations de calcium avec des
résolutions temporelles de 1’ordre de la milliseconde et des résolutions spatiales de 1’ordre du
micrometre (Rochefort et al., 2008). Un autre domaine de recherche important en pleine
évolution est 1’utilisation de 1’imagerie calcique sur des mod¢les animaux in vivo, pour
I’analyse de pathologies du cerveau telles que I’épilepsie, la maladie d’Alzheimer ou des
pathologies du mouvement (Rochefort et al., 2008). A long terme, le couplage de I’imagerie
calcique a différentes techniques de microscopie pourra peut étre nous permettre d’appliquer
cette technique in vivo (Stosiek et al., 2003) au niveau du cortex moteur afin d'étudier les

effets de la SHF du NST sur ’activité des cellules corticales.
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2. Etude de la communication entre neurones et cellules gliales.

Pour accéder a la fois au versant neuronal et glial, nous avons développé d’autres
techniques telles que ’ampérométrie et 1’¢lectrophysiologie qui apportent des informations
complémentaires et pourront étre couplées a I’imagerie calcique.

Nous avons ainsi mesuré une libération de glutamate au sein de la SNr avec une
résolution temporelle de ’ordre de la seconde et enregistré des EPSCs glutamatergiques au
sein des neurones GABAergiques de la SNr sous stimulation électrique du NST. La mesure
des taux de glutamate par ampérométrie sur tranche a permis d'observer que la libération de
glutamate semble complexe avec une libération qui démarre pendant la stimulation électrique
du NST et qui perdure apres I’arrét de la stimulation. La libération pendant la stimulation est
probablement due a une libération synaptique au niveau des terminaisons subthalamo-
nigrales. Par contre, a l'arrét de la stimulation du NST, 1'augmentation observée ne peut plus
provenir d’une libération de glutamate par excocytose vésiculaire, il est probable que ce soit
principalement une libération gliale.

Afin de déterminer la part gliale versus neuronale du glutamate libéré au niveau de la
SNr lors de la stimulation électrique du NST, la poursuite du projet vise a appliquer des
inhibiteurs de certaines fonctions gliales sur notre modéle de tranche :

1. Dans un premier temps, il est envisagé d’utiliser des inhibiteurs du métabolisme
glial tels que le fluorocitrate (inhibiteur de I’aconitase, enzyme spécifique du cycle de Krebs
des cellules gliales) ou le L-méthionine sulfoximine (MSO, inhibiteur de la glutamine
synthétase) (Dopico et al., 2006). Le fluorocitrate a pour but d’inhiber le métabolisme des
cellules gliales, et ainsi de bloquer a la fois la libération et la recapture du glutamate par ces
cellules, de méme que la production de glutamine (Paulsen et al., 1987; Szerb and Issekutz,
1987). Le MSO va, quant a lui, inhiber la production de glutamine par les astrocytes,
indispensable aux neurones pour produire du glutamate au niveau synaptique (Fonnum and
Paulsen, 1990).

2. Des transporteurs du glutamate (GLAST et les GLT-1) sont également présents a la
surface des cellules gliales. Ils pourront étre inhibés par application de dihydrokainate, un
inhibiteur spécifique des transporteurs GLT-1, afin de déterminer l'importance de leur role
dans la régulation des contenus extracellulaires de glutamate au sein de la SNr.

3. Enfin, la communication entre les cellules gliales par l'intermédiaire des jonctions

communicantes de types gap sera inhibée par le carbenoxolone, un inhibiteur des jonctions
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communicantes. Ainsi, nous analyserons l'importance du passage du calcium ou de molécules
de signalisation comme 1'ATP ou I'InsP; dans les réponses a la stimulation €lectrique du NST.

Les effets de ces inhibitions pourront étre étudiés a la fois sur les réponses calciques
enregistrées par imagerie, sur les profils de libération de glutamate détectés par ampérométrie
et sur les courants post-synaptiques neuronaux enregistrés par électrophysiologie. Les
éventuelles perturbations de ces réponses nous apporteront des informations sur I'implication
de l'activité des cellules gliales sur I’activité des neurones induite par la stimulation du NST.
Plus largement, nous pourrons ainsi mieux comprendre l'importance fonctionnelle des
communications neurone-glie dans la physiopathologie de la SNr et leur rdle dans le cadre de

modulation nigrale induite par la stimulation électrique du NST.

Nos résultats ont également mis en évidence I’implication de I’ATP dans 1’activation
calcique des cellules gliales. Tout comme le glutamate, ' ATP peut étre libéré a la fois par les
neurones et les cellules gliales (Fields and Stevens, 2000). Vue la proportion de cellules
gliales au sein de la SNr, on pourrait penser que I’ATP libéré ait principalement une origine
gliale et aboutisse a une activation indirecte des cellules gliales nigrales. Si c'était le cas,
l'application de suramine aboutirait & une inhibition partielle de l'effet de la stimulation en
n'abolissant pas l'activation glutamatergique directe. Cependant, les résultats montrent que la
suramine abolit massivement (de 62%) ’effet de la SHF sur la réponse calcique enregistrée
laissant suggérer une libération directe d’ATP au niveau des synapses subthalamo-nigrale lors
de la stimulation électrique du NST. Ceci n’est donc pas en faveur d’un effet secondaire da a
une libération d’ATP par les cellules gliales mais plutot en faveur d’une libération synaptique
directement induite par la stimulation électrique du NST. Afin de vérifier ces hypothéses,
nous envisageons d’utiliser une sonde ampérométrique a ATP qui permettra de déterminer le
profil temporel et les quantités d’ATP libérées au sein de la SNr lors de la stimulation du
NST. Ces approches devraient contribuer a déterminer les différentes origines possibles de
libération de ce transmetteur (gliale vs neuronale) par application des mémes inhibiteurs de
certaines fonctions gliales que précédemment.

Les différentes sondes ampérométriques développées par Stéphane Marinesco nous
donnent également la possibilité de mesurer les taux de D-sérine présents dans la SNr. La D-
sérine est un agoniste des récepteurs NMDA agissant au niveau du site glycine de ces
récepteurs, elle peut également Etre libérée par les cellules gliales et pourrait ainsi moduler la
transmission glutamatergique au sein de la SNr (Panatier et al., 2006; Billard, 2008). Dans le

contexte d’une co-libération glutamate-ATP, on peut imaginer que la D-sérine puisse

145



Discussion

¢galement intervenir en tant que modulateur de la réponse glutamatergique pour les deux
raisons suivantes : 1) le glutamate et la D-sérine pourraient étre stockés dans les mémes
vésicules astrocytaires (Martineau et al., 2006) et 2) I’ATP est un co-facteur de I’enzyme de
syntheése de la D-sérine, la sérine racémase (Martineau et al., 2006). Si ’enzyme d’oxydation
de la D-sérine entrainant sa métabolisation est principalement présente au niveau des
neurones, la sérine racémase, permettant la production de la D-Sérine, est essentiellement
présente dans les cellules gliales. Ceci est donc en faveur d'une production de D-sérine par les
cellules gliales, qui vont ainsi pouvoir moduler ’activité glutamatergique des neurones
(Scolari and Acosta, 2007; Verrall et al., 2007). Bien que cette localisation soit aujourd’hui
remise en cause (Wolosker et al., 2008), I'é¢tude de ce modulateur reste intéressante pour la
suite de ce projet.

La libération d’ATP au sein de la SNr, peut également étre impliquée dans les effets
d’augmentation du glutamate mis en évidence par le biocapteur a glutamate. L’ATP pourrait
avoir un effet sur les cellules gliales libérant ensuite du glutamate dans le milieu. L utilisation
des deux biocapteurs en méme temps, permettrait peut-&tre de déterminer si une augmentation
d’ATP peut étre a I’origine d’une augmentation de glutamate. Ces informations seraient bien
évidemment importantes pour clarifier les mécanismes mis en jeu dans la libération de
glutamate dans la SNr sous I’effet de la stimulation électrique du NST.

Enfin, les effets de la libération de GABA au sein de la SNr lors de la stimulation
pourront étre étudiés par des enregistrements électrophysiologiques car il n’existe pas, a ce
jour, de biocapteur ampérométriques au GABA. Les conditions utilisées en ¢lectrophysiologie
pour I’enregistrement des courants glutamatergiques présentés dans ce travail ne nous ont pas
permis d’enregistrer les effets du GABA sur les neurones de la SNr car nous nous sommes
placés au potentiel d’inversion du GABA et en présence de picrotoxine, afin d’inhiber les
récepteurs GABAA. En choisissant des parameétres adéquats, la technique d’électrophysiologie
nous permettra d’étudier les effets du GABA sur les activités neuronales et gliales. En effet,
I‘implication fonctionnelle du GABA au sein de la SNr est double car il est inhibiteur au
niveau des neurones GABAergiques de la SNr et activateur au niveau des cellules gliales
(Fraser et al., 1994). L’activation des cellules gliales par le GABA pourrait conduire a une
libération de gliotransmetteurs comme le glutamate ou I’ATP pouvant induire une
augmentation de 1’activité électrique neuronale, ou encore une libération de glycine ou de
taurine, qui sont des gliotransmetteurs inhibiteurs, pouvant induire une diminution de

’activité neuronale.
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Il serait également possible de regarder I’effet du GABA sur les cellules gliales en
utilisant les biocapteurs au glutamate et a ’ATP. Les mesures de libération d’ATP et de
glutamate, en présence de GABA dans le milieu de perfusion pourrait nous donner acces a
l'implication possible du GABA sur les libérations de gliotransmetteurs au sein de la SNr.
Comme présenté dans 1’introduction (I1.3.3), les cellules gliales possédent des récepteurs et
des transporteurs au GABA a leur surface mais elles n’ont pas un rdle prédominant dans la
régulation de ce neurotransmetteur. La libération de GABA par les cellules gliales est peu
décrite dans la littérature (Sellstrom and Hamberger, 1977) mais les cellules gliales possedent
les composants nécessaires dont les transporteurs du GABA (Magnaghi, 2007) leur donnant la
possibilité de libérer du GABA. Il est connu que la glycine puisse étre libérée au niveau de la
SNr de manicre calcium dépendante, suite a une dépolarisation des neurones par une forte
concentration de KCl (10 mM) et a ’application de glutamate. Cette libération extracellulaire
de glycine se fait notamment par les cellules gliales (mécanisme inhibé par le MSO ou le
fluorocitrate), et est capable de moduler les taux de GABA au sein de cette structure (Dopico
et al., 2006). Le role du GABA dans la régulation de la communication neurone-glie reste
encore inconnu et donc a explorer. Par I’é¢tude de son implication dans les effets de la
stimulation du NST sur P’activité des cellules de la SNr nous allons nous intéresser plus

précisément a ces mécanismes d’actions.

Toujours dans I’optique d’essayer de décrypter la communication neurone-glie au sein
de la SNr, il serait possible d’utiliser la technique du double patch dans notre modele. En
effet, bien que les cellules gliales ne soient pas excitables, elles possédent de nombreux
récepteurs dépendants du voltages dont D’activité peut étre enregistrée par patch-clamp
(Verkhratsky, 2006). La technique de double patch est connue pour I’enregistrement de
I’activité de deux neurones (Vandecasteele et al., 2008) ou I’étude du couplage entre les
cellules gliales (Venance et al., 1995). D’autre part, les activités des cellules gliales de type
hyperpolarisation ou dépolarisation peuvent ¢galement €tre enregistrées, en méme temps que
celles des cellules neuronales (Venance L, communication personnelle). Dans la suite du
projet, il est donc envisagé d’utiliser la technique du double patch pour enregistrer
simultanément 1’activité de neurones GABAergiques et de cellules gliales de la SNr. Ce projet

se fera en collaboration avec le Dr Laurent Venance (Unité Inserm U667, Paris).
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3. Implication des cellules gliales dans la maladie de Parkinson

3.1. Role des cellules gliales dans la maladie de Parkinson

Les cellules gliales sont impliquées dans la plupart des pathologies du cerveau comme
dans certaines épilepsies, la sclérose latérale amyotrophique, des Iésions suite aux ischémies
voire dans la maladie de d’Alzheimer (Rogers et al., 2007). D'une maniére générale, des
lésions du cerveau vont conduire au développement de réactions gliales, généralement
regroupées sous le terme de glioses, qui incluent une réaction des astrocytes (astrogliose), de
la microglie (réaction microgliale) et des oligodendrocytes. Toutes ces réactions ont une
importance majeure dans la progression des lésions neuronales, les cellules gliales pouvant
avoir des roles a la fois protecteurs et délétéres (Teismann and Schulz, 2004).

Nos résultats ont permis de mettre en évidence I’implication de I’ATP dans la réponse
des cellules gliales observée suite a la stimulation électrique du NST or une étude de Franke
et al. (2003) met en évidence ’activation d’un phénoméne d’astrogliose induite par la
libération d’ATP dans I’espace intercellulaire suite aux dommages ou a la mort cellulaire dus
a une lésion. La libération d’ATP stimulerait I’expression des récepteurs P2X et P2Y a la
surface des astrocytes, ceux-ci agissant sur 1’expression de la protéine GFAP. L’ATP pourrait
ainsi étre un régulateur endogeéne en réponse a une lésion cérébrale, et possiblement un
médiateur de la communication neurone-astrocyte. Ainsi, si la stimulation induit bien une
augmentation d’ATP en situation pathologique, il serait possible que les astrocytes jouent un
role par ce biais 13, dans les bénéfices de ce traitement.

Actuellement, la réponse gliale observée dans la maladie de Parkinson pourrait avoir
des effets bénéfiques et/ou déléteres : 1’activation des cellules microgliales semble éEtre

délétere alors que celle des astrocytes serait bénéfique (McGeer and McGeer, 2008).

Dans notre étude, la stimulation provoque une réponse calcique dans les cellules
gliales chez des animaux sains : est-ce que cela conduit a une activité délétére ou bénéfique ?
La question reste posée mais il semblerait que les effets résultants de la SHF soient plus
bénéfiques que délétéres. On peut imaginer que les astrocytes jouent un rdle dans le controle
des concentrations de glutamate et/ou de GABA dans la SNr, et également de modulation de
I’activité électrique des neurones. En effet, nos résultats montrent que les astrocytes répondent
a la stimulation électrique du NST en condition physiologique. Or, la stimulation électrique
est un traitement thérapeutique bénéfique sur les symptomes parkinsoniens moteurs en

conditions pathologiques, il serait donc important de s’intéresser a I’effet de la stimulation
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¢lectrique du NST, chez des modeles animaux de la maladie de Parkinson, afin de comparer
les réponses calciques obtenues, les implications des différents neuro et gliotransmetteurs
impliqués dans cette réponse, et de comprendre le role des cellules gliales dans I’impact de la
stimulation électrique du NST sur I’activité des neurones de la SNr.

Des expériences de microdialyse réalisées au laboratoire ont montré que du glutamate
est libéré au niveau de la SNr lors de la SHF du NST chez des animaux sains mais que cette
augmentation des taux de glutamate n’est pas observée chez les animaux 6-OHDA (Windels
et al., 2000; 2005) ou le niveau de base du glutamate est déja élevé. Des augmentations des
taux de GABA ont, quant a elles, été relevées a la fois chez les animaux sains et chez les
animaux 6-OHDA dans la SNr (Savasta et al., 2002; Windels et al., 2005). Comme nous
I’avons vu, les cellules gliales sont activées par le glutamate libéré dans la SNr lors de la
stimulation électrique du NST. De plus, nous savons que les cellules gliales possedent a leur
surface des transporteurs glutamatergiques et GABAergiques. Les cellules gliales semblent
jouer un réle important dans la recapture du glutamate, alors que leur role dans la régulation
des taux de GABA reste encore inexploré. Ces astrocytes n’intervenant que trés peu dans la
régulation du GABA, ceci pourrait expliquer le maintien d’une libération de GABA sous

stimulation du NST dans le modéle de rat 6-OHDA.

Plus généralement, il serait intéressant de comprendre 1’impact des cellules gliales sur
la résultante fonctionnelle de l'activité de cette structure de sortie au sein du réseau de
ganglions de la base, vus leurs roles importants et leur contribution directe dans la régulation

des activités neuronales.

3.2. Etude des effets de la stimulation électrique du noyau sous-thalamique sur les
cellules gliales dans un modéle de la maladie de Parkinson

Le fait de devoir travailler sur des rats agés de 17 a 20 jours est un peu limitant dans
l'optique d'utiliser des modeles animaux de la maladie de Parkinson puisque le mod¢le de rat
6-OHDA nécessite un délai de 3 semaines apres injection de la toxine, pour observer une
destruction des neurones de la SNc. Il semble cependant possible de faire une injection de 6-
OHDA en post-natal chez des animaux de 1 a 2 jours et de provoquer la destruction de la SN¢
en peu de temps (Penit-Soria et al., 1997). Les animaux obtenus présentent une destruction
compléte des neurones dopaminergiques de la SNc aprés 15 jours et certains effets moteurs
apparaissent deés 15-21 jours. Ils ont donc des caractéristiques communes au modele de rat 6-

OHDA adulte. Cependant, les animaux 1ésés a des stades précoces de 1-2 jours post-natal
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présentent également des déficits d’apprentissage et de mémorisation, et des différences de
sensibilité aux agents pharmacologiques (notamment dopaminergique) par rapport au modele
adulte (Breese et al., 2005). Ce modéle nous permettrait malgré tout d’utiliser une approche
mimant les mécanismes pathologiques du phénoméene induit dans la maladie de Parkinson
puisque la perte cellulaire pourrait entrainer des modifications du fonctionnement du réseau
des ganglions de la base.

Il est également envisagé d’utiliser un modeéle ou on ferait une interruption de la
transmission dopaminergique en appliquant des inhibiteurs des récepteurs D1 et D2 sur
tranches (respectivement SCH-23390 et raclopride). Des études électrophysiologiques
réalisées in vivo ont montré qu’une telle interruption chimique mimait les effets de la 1ésion 6-
OHDA et que la SHF du NST régularise I’activité €lectrique des cellules de la SNr (Degos et
al., 2005). Cependant, bien que la SNc soit en partie présente sur nos tranches, le striatum est
absent, donc I’effet de I'inhibition de la transmission dopaminergique ne peut pas passer par
une modification des voies directes et indirectes striato-nigrales. Le NST comme la SNr
expriment des récepteurs dopaminergiques et l'interruption de la transmission dopaminergique
affecte les patrons de décharge des neurones sous-thalamiques et nigraux (Baufreton et al.,
2005; Ibanez-Sandoval et al., 2006). Ce modele semble donc complémentaire du modele par
lésion 6-OHDA et permettrait d'étudier 1’implication fonctionnelle des cellules gliales dans
des conditions physiopathologiques proches de la maladie de Parkinson. L’utilisation d’autres
modeles animaux intéressants de la maladie de Parkinson pourraient étre envisagée par la
suite. Ces modeles pourraient s’adresser a la souris, et notamment les souris KO du gene de la
parkine ou de I’a-synucléine. L’implication de la parkine et de 1’a-synucléine dans la maladie
de Parkinson a été largement démontrée chez des familles de patients parkinsoniens. Ils
représentent des outils pertinents. Toutefois, les données acquis par le laboratoire sur les
mécanismes neurochimiques de la SHF du NST, ainsi que de nombreuses données
¢lectrophysiologiques obtenues chez le modele de rat, nous ont conduit a démarrer
logiquement ce projet chez le rat. L’ouverture a d’autres modeles chez la souris n’est donc pas
a écarter.

Ce parameétre d’utilisation d’animaux jeunes (P17-P21) peut également représenter
une limite dans la transposition des résultats obtenus sur un modele de rat adulte, dans un
contexte physiopathologique. Cependant, les données obtenues lors de notre étude apportent
des informations qui pourront étre vérifiées in vivo notamment par les techniques
neurochimiques utilisées au laboratoire. En effet, nous avons soulevé I’hypothése d’une

libération de glutamate, de GABA et d’ATP par les cellules gliales lors de la stimulation.
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Comme nous l'avons vu, I’application d’inhibiteurs gliaux au sein de la SNr sera testée sur les
mesures des taux de libération de glutamate ou d’ATP sur tranche par ampérométrie. Si ces
expériences aboutissent a des données pertinentes sur I’implication des cellules gliales dans la
libération de glutamate ou autres transmetteurs au sein de la SNr, lors de la SHF du NST, les
inhibiteurs pourront étre testés in vivo par des injections intracérébrales. Des mesures par
microdialyse intracérébrale pourront étre effectuées et les données obtenues comparées aux
données déja connues dans la littérature sur la libération de glutamate au niveau de la SNr
sous SHF du NST (Windels et al. 2000, Savasta et al., 2002). Ceci apportera de nouvelles
données sur I’implication des cellules gliales au sein de la SNr dans un réseau préservé, in

vivo.
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Conclusion

L’intérét porté aux cellules gliales a connu un essort ces dernieres années et il est clair
que ces cellules du systéme nerveux central et périphérique, jouent un réle crucial, depuis les
stades précoces du développement et tout au long de la vie adulte. Au niveau du systéme
nerveux central, elles sont impliquées dans la plasticité neuronale, la conduction axonale ou
encore la transmission synaptique, par leur capacité a produire, libérer et recapter de
nombreux facteurs essentiels a la physiologie neuronale. Au-dela de leur réle en condition
physiologique, les données récentes mettent également en évidence leur implication dans les
phénomeénes d’inflammation ou de protection dans les maladies neurologiques (pour revue,
voir Verkhratsky A and Butt A, 2007, Chapitre 10).

Ce travail met en exergue un phénomene nouveau en impliquant ces cellules gliales
dans les mécanismes qui sous tendent les effets du traitement chirurgical de la maladie de
Parkinson, la stimulation cérébrale profonde. La compréhension de leur mise en ceuvre, en
présence ou en absence de transmission dopaminergique, devrait nous apporter des
informations quant a leur implication dans les processus physiologiques et pathologiques
affectant le réseau des ganglions de la base. Les données obtenues montrent une réponse des
cellules gliales par des réponses calciques, a de multiples transmetteurs libérés au sein de la
SNr lors de la stimulation électrique du NST. D'une manicre générale, notre étude permettra
peut étre de faire le jour sur I’importance de ces cellules dans la transmission et I’échange
d’informations entre les neurones et les cellules gliales. Elle peut étre une clé pour une

meilleure compréhension des effets de la stimulation du NST sur les activités neuronales de la

SNr.
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Résumé

La stimulation haute fréquence (SHF) du noyau sous-thalamique (NST) est un
traitement efficace dans I’abolition des symptdmes moteurs de la maladie de Parkinson.
Cependant, les mécanismes cellulaires et moléculaires qui sous-tendent ces effets sont encore
loin d’étre élucidés. Le laboratoire avait précédemment montré que la SHF du NST entraine
une augmentation des taux extracellulaires de glutamate et de GABA chez les animaux
éveillés ou anesthésiés dans une des principales structures cibles du NST, la substance noire
réticulée (SNr). Au niveau de la SNr, les données suggerent que la régulation de 1’activité des
neurones nigraux est due a la mise en ceuvre conjointe d’une excitation des neurones
glutamatergiques du NST et une implication des fibres de passages GABAergiques provenant
du GPe et passant au voisinage de la zone sous-thalamique stimulée. L’objectif de ce travail
de thése est d'étudier I'implication des cellules gliales dans les réponses cellulaires de la SNr,
sous stimulation du NST, et repose sur la mise en place d’une technique d’imagerie sur
tranches de cerveau de rat adultes. Les tranches horizontales de cerveau contiennent a la fois
le NST et la SNr, avec un maintien des connexions glutamatergiques subthalamonigrales.
Dans un premier temps, nous avons montré par immunohistochimie que la SNr contient 32%
de neurones pour 68% de cellules gliales. Par la suite, nous avons montré que la SHF du NST
induit une réponse calcique dans environ 12% des cellules gliales de la SNr. Ces réponses
calciques enregistrées dans les cellules gliales impliquent a la fois du glutamate, du GABA et
de I’ATP libérés dans la SNr lors de la SHF du NST. Cette étude a donc permis de montrer
que les transmetteurs libérés dans la SNr sous ’effet de la SHF du NST, comme le glutamate
et le GABA, peuvent activer les cellules gliales de cette structure. Elle a également permis de
mettre en évidence la libération au sein de la SNr, d'un des principaux gliotransmetteurs,
I'ATP. Ainsi, les cellules gliales de la SNr répondent a la SHF du NST, et il est probable
qu'elles soient impliquées dans la modulation de 1’activité neuronale de cette structure.

Mots-clé : ganglions de la base, noyau sous-thalamique, substance noire réticulée, calcium,
cellules gliales, ATP, glutamate, GABA

High-frequency stimulation of the subthalamic nucleus (STN-HFS) is an effective
treatment for alleviating the motor symptoms of parkinsonian patients. However, the cellular
and molecular mechanisms of its effects remain under debate. Marc Savasta's laboratory had
previously shown that, in awake or anaesthetized rats, STN-HFS increased extracellular
glutamate and GABA contents in one of the main output nuclei of the STN, substantia nigra
pars reticulata (SNr). Within the SNr, data suggested that, under NST stimulation, the
regulation of neuronal activity is conjointly due to the excitation of NST glutamatergic neurons
and the involvement of GABAergic fibers coming from the GPe and passing near the
stimulated area. The aim of the present study is to study glial cell implication in the cellular
response to STN-HFS within the SNr, by using a calcium imaging technique in adult rat brain
slices. Rat brain horizontal slices, containing both STN and SNr, and respecting at best their
glutamatergic connections, were used.

We show by immunochemistry that the SNr contains 32% of neuron versus 68% of glial cells.
Then, we show that STN-HFS induced a calcium response in almost 12% of SNr glial cells
population. These calcium responses involved the release of glutamate, GABA and ATP
within the SNr. Thus, this study shows that glutamate and GABA, known to be released within
SNr under STN-HFS, are able to activate glial cells. Moreover, it provides evidence that ATP,
one of the main gliotransmitter, is released within the SNr under STN-HFS. Thus, SNr glial
cells respond to the STN-HSF and could potentially be involved in the modulation of neuronal
activity in this structure.

Keyword : basal ganglia, subthalamic nucleus, substantia nigra reticulate, calcium, glial cells,
ATP, glutamate, GABA
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