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Préambule 

Comprendre comment les interactions précises entre les neurones permettent des fonctions 

cérébrales complexes, diversifiées et harmonieuses telle la perception sensorielle, reste l’une 

des grandes préoccupations des chercheurs même après un siècle de neurosciences. Différents 

axes de recherche se sont imposés : la cartographie physique des connexions à la base des 

réseaux neuronaux, la cartographie fonctionnelle de la propagation des signaux électriques au 

sein de ces réseaux, les modifications (plasticité) des circuits neuronaux et des signaux qu’ils 

génèrent et, plus récemment, la visualisation et la manipulation de réseaux neuronaux in vivo 

chez l’animal vigil. 

Dans le cadre de ma thèse, je me suis intéressé à un axe jusqu’alors peu exploré : la 

neuromodulation fonctionnelle des réseaux neuronaux. 

L’idée même de circuit neuronal remonte aux travaux initiaux de Ramón y Cajal (1852-1934) 

qui tranchèrent alors avec la théorie réticulariste. Ramón y Cajal suggéra en effet l’existence 

de circuits neuronaux constitués d’unités cellulaires individuelles (les « neurones »)  

interagissant par des contacts contigus (Cajal, 1909). Il fut également le premier à prédire, sur 

des critères morphologiques, le sens de circulation de l’information électrique dans les 

circuits neuronaux : les dendrites et le soma constituant les sites d’entrées et l’axone 

véhiculant les signaux de sortie (figure 1a).  

Figure 1. De Cajal à Markram   
(a)  Illustration  de Ramon  y  Cajal  décrivant  la morphologie  neuronale  et  le  sens  de  circulation  de 
l’« information électrique » (flèches) dans le cortex. (b) Représentation schématique d’un réseau de 
5  neurones  du  ganglion  abdominal  d’Aplysie,  proposé  par  Ladislav  Tauc.  Y  sont  figurées  les 
connexions excitatrices et inhibitrices avérées ou supposées entre ces neurones. (c) Compilation des 
données  récentes  concernant  la  connectivité  entre  les  neurones  excitateurs  (bleu)  et  inhibiteurs 
(rouge) du néocortex. 

(a) (b) (c)
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Un demi siècle plus tard, les travaux électrophysiologiques de Ladislav Tauc chez le 

mollusque Aplysia, permirent de raffiner le concept de réseau neuronal fonctionnel (figure 

1b), avec les premières notions de circuits excitateurs et inhibiteurs (Tauc et Gerschenfeld, 

1962). Plus de dix ans après, le groupe de Sidney Brenner fut le premier à décrire 

l’architecture complète d’un système nerveux central, celui du vers C. elegans avec environ 

300 neurones (White et al., 1976). 

L’arsenal technologique développé depuis (microscopie électronique, sondes fluorescentes et 

imagerie confocale et biphotonique rapide, enregistrements électrophysiologiques multiples in 

vitro ou in vivo, traçage neuronal, imagerie par résonnance magnétique fonctionnelle) a 

permis (i) de cartographier précisément des réseaux neuronaux de plus en plus complexes 

comme c’est le cas pour le cortex cérébral (figure 1c), l’hippocampe ou le cervelet chez le 

rongeur (pour revue : Silberberg et al., 2005) ou pour le cerveau humain (pour revue : Sporns 

et al., 2005) et, ces toutes dernières années, (ii) d’en extraire la fonctionnalité sensorielle.  

En voici trois exemples : 

• Une étude remarquable, récemment publiée dans la revue Nature, a révélé que l’activation 

d’une petite population de neurones corticaux in vivo (i.e. une soixantaine de neurones dans le 

cortex somatosensoriel primaire) pouvait soutenir, à elle seule, un comportement 

d’apprentissage chez la souris (Huber et al., 2008). 

• Toujours chez la souris, la brève stimulation d’une seule vibrisse se traduit par l’activation 

localisée d’une petite assemblée neuronale dans le cortex somatosensoriel primaire 

(correspondant à la représentation corticale de la vibrisse stimulée), qui se propage ensuite 

jusqu’au cortex moteur associé aux vibrisses (en une trentaine de millisecondes) par une 

vague d’excitation d’un plus grand nombre de neurones (Férézou et al., 2007). 

• Enfin, d’autres travaux ont caractérisé plus finement le fonctionnement des réseaux 

corticaux lors des vagues d’activité spontanée, typiquement observées pendant le sommeil, les 

éveils légers, ou chez l’animal anesthésié. Les auteurs ont pu montrer que pendant ces phases, 

seuls 10 % de la population neuronale sont actifs dans le cortex moteur ou somatosensoriel, 

que la fraction de neurones actifs change constamment, et que l’activité électrique au sein de 

cette fraction n’est pas synchronisée (Kerr et al., 2005).  
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Intérêt de l’étude de la neuromodulation de la balance excitation-inhibition et objectif de ma 

thèse. 

Les microcircuits neuronaux sont fascinants de part la diversité des fonctions qu’ils génèrent 

(rythmes autonomes dans la moelle épinière ou le tronc cérébral, cartes d’association dans 

l’hippocampe, corrections d’erreurs dans le cervelet, perception et processus cognitifs dans le 

néocortex) et la simplicité contradictoire de leur organisation : une association de neurones 

excitateurs et inhibiteurs interconnectés de façon récurrente par des synapses dynamiques (i.e. 

capables de modifier leur « poids » respectif), et ceci, des invertébrés aux mammifères 

supérieurs. Dès lors, comment expliquer l’incroyable étendue des fonctions prises en charge 

par les réseaux neuronaux spécialisés retrouvés dans les différentes espèces ? La 

complexification des réseaux est un des éléments de réponse, l’organisation faisant alors la 

fonction. Mais, et ceci est au centre du problème posé dans ma thèse, la neuromodulation 

apparaît être un autre déterminant du polymorphisme fonctionnel des réseaux neuronaux 

(Briggman and Kristan, 2008). 

L’étude de la balance entre excitation (E) et inhibition (I) au sein d’un réseau neuronal 

stéréotypé, constitue alors un bon moyen de saisir les bases fonctionnelles des microcircuits 

neuronaux (voir en Introduction, la partie I « Les réseaux neuronaux corticaux » et la partie 

III « Traitement dendritique de l’information ») et leurs neuromodulations (voir la partie II 

« Le système sérotoninergique »). En effet, il est maintenant évident que la balance E-I a, en 

tant que grandeur physiologique, un rôle important dans le fonctionnement harmonieux des 

réseaux neuronaux et dans les grandes fonctions cérébrales (voir la partie IV « La balance 

excitation-inhibition »). D’un point de vue expérimental, la mesure précise de la balance E-I 

permet d’obtenir, à un instant donné, une « image résultante » du fonctionnement intégré d’un 

réseau neuronal d’intérêt et d’en déterminer les éventuelles modulations.  

C’est pourquoi mon travail de thèse a eu pour principal objectif de caractériser les 

modulations de la balance E-I corticale par la sérotonine et ses principaux récepteurs, 

modulations jusqu’alors inexplorées. Ce travail a été réalisé grâce à la combinaison de 

techniques d’électrophysiologie, de pharmacologie, d’immunohistochimie et de biologie 

moléculaire sur cellule unique. L’approche électrophysiologique utilisée (voir la section 

Méthode) a notamment permis d’extraire les spécificités de la neuromodulation 

sérotoninergique, propres aux différents microcircuits excitateurs et inhibiteurs constitutifs du 

cortex visuel.  
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II..  LLeess  rréésseeaauuxx  nneeuurroonnaauuxx  ccoorrttiiccaauuxx  

 

1) Le cortex visuel : de la rétine à la colonne corticale 

En tant qu’aire sensorielle largement caractérisée d’un point de vue anatomo-fonctionnel et en 

tant que cible privilégiée des afférences neuromodulatrices, le cortex visuel primaire (figure 

2a) a été choisi pour l’étude de la neuromodulation sérotoninergique de la balance E-I, 

jusqu’alors inexplorée. 

1.1) Le système visuel 

Les différentes aires sensorielles comptent aujourd’hui parmi les régions corticales les 

plus énergiquement étudiées. Parmi elles, les aires visuelles, et tout particulièrement le cortex 

visuel, sont les mieux connues. 

Les raisons de cet engouement trouvent certainement leur origine dans l’organisation 

relativement rigide et directe des projections anatomiques entre la rétine et le cortex. Par 

ailleurs, l’utilisation de stimuli visuels simples ou complexes chez l’animal vigile a permis de 

caractériser efficacement les propriétés fonctionnelles des neurones du cortex visuel.  

Figure 2. Le cortex visuel primaire et le système visuel 
(a) Coupe sagittale et localisation des principales structures cérébrales et du cortex visuel primaire 
chez l’homme et le rongeur. 
(b) Principales voies visuelles assurant le transit des informations sensorielles reçues par la rétine. 

 

Le codage de l’information visuelle commence dans la rétine par l’activation de 

photorécepteurs spécifiques traitant le stimulus visuel en termes de forme et de couleur 

(cônes) ou en termes de luminosité et de mouvement (bâtonnets). Ce message visuel est alors 

véhiculé par le nerf optique jusqu’à un premier relais thalamique : le corps genouillé latéral 
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(figure 2b). Finalement, l’information est relayée au niveau du cortex visuel primaire d’où de 

nombreuses connexions sont établies avec les autres aires visuelles (secondaire, associative) 

et avec les régions sous-corticales (e.g. boucle de rétrocontrôle cortex-thalamus, pour revue : 

Cudeiro et Sillito, 2006 ; Sillito et al., 2006). Cette voie principale permet un décodage simple 

des formes, des couleurs et du relief dans un premier temps, puis une intégration cognitive de 

l’objet (ou de la scène) observé, menant à la perception. Une voie extracorticale impliquant 

une connexion directe de la rétine avec le colliculus supérieur, permet quant à elle le 

décodage des mouvements simples et le suivi oculaire des objets.  

Tout au long de ces relais, les neurones sont « programmés » pour répondre à des aspects 

spécifiques du stimulus visuel, en vertu du « pattern » de connexions synaptiques qu’ils 

reçoivent. Au niveau du cortex visuel primaire, des microcircuits neuronaux spécifiques sont 

organisés pour fournir différents niveaux de décodage des stimuli : cartes rétinotopiques, 

bandes de dominance oculaire, cartes de préférence à l’orientation, cartes de préférence à la 

direction du mouvement (pour revue : Huberman et al., 2008). Ces petites assemblées de 

neurones répondent préférentiellement à une position particulière du stimulus sur la rétine, à 

une orientation angulaire donnée du stimulus (e.g. une barre noire à 90° par rapport à 

l’horizon, sur fond blanc), ou à un déplacement spécifique de l’objet (e.g. translation verticale 

d’une barre). Cette notion de microcircuits spécifiques a été confirmée par plusieurs travaux 

montrant, par exemple, que les neurones codant pour une même orientation du stimulus 

étaient connectés les uns avec les autres (Weliky et al., 1995 ; Sincich et Blasdel, 2001).  

Bien que la description de ces mécanismes complexes ne soit pas réalisée dans cette 

introduction, il est nécessaire d’en aborder un détail important. En effet, l’essentiel des 

travaux réalisés sur ces différents modes de décodage − depuis la découverte initiale de Hubel 

et Wiesel sur les champs récepteurs (Hubel et Wiesel, 1962) − a impliqué des neurones de la 

couche 4, qui correspond à la principale couche d’entrée des afférences thalamiques dans le 

cortex (l’organisation laminaire sera abordée dans le prochain paragraphe). Les modalités de 

ces processus, relativement simples et stéréotypés dans le premier relais cortical, diffèrent et 

se complexifient au fur et à mesure que l’information est relayée vers les autres couches 

corticales (Berman et al., 1982 ; Alonso, 2002 ; Hirsch et al., 2002 ; Martinez et al., 2005), 

avec une spécification laminaire du décodage des stimuli (Martinez et al., 2002 et pour revue : 

Hirsch et Martinez, 2006a,b).  Il est donc essentiel de décrire les propriétés morpho-

fonctionnelles des différentes couches corticales afin de comprendre comment les 
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informations de la couche 4 sont ensuite traitées par la « colonne corticale » qui fourni les 

signaux de sortie du cortex visuel primaire. 

1.2) Organisation laminaire du cortex visuel  

La description des différentes couches corticales fut initialement réalisée grâce à 

différentes techniques de marquage cellulaire dont les principales sont celles de Golgi et de 

Nissl (Parnavelas et al., 1977a,b). Le cortex visuel de rat est divisé en 6 couches, chaque 

couche présentant une organisation cellulaire particulière (figure 3b, Peters et Kara, 

1985a,b,c) : 

• La couche 1, « couche moléculaire » contient essentiellement des projections axoniques 

horizontales et les arborisations dendrites terminales des neurones pyramidaux des couches 

inférieures. Quelques petites cellules non pyramidales peuvent s’y trouver. Cette couche est 

aussi le lieu de passage de nombreuses fibres neuromodulatrices provenant de centres 

neuromodulateurs sous corticaux.  

 

• La couche 2  « couche granulaire externe » contient surtout des petites cellules pyramidales 

et des neurones non pyramidaux présentant des dendrites à faible densité d’épines 

dendritiques. 

 

• La couche 3, « couche pyramidale externe » contient les mêmes petites cellules pyramidales 

que la couche 2  mais également des neurones pyramidaux de taille intermédiaire présentant 

des dendrites plus épaisses avec davantage d’épines. Les cellules non pyramidales de cette 

couche sont petites, avec de courtes dendrites. 

 

• La couche 4, « couche granulaire interne », contient en abondance des neuronaux 

pyramidaux et non-pyramidaux. Les neurones pyramidaux sont ici de petite ou moyenne taille 

avec des dendrites relativement fines remontant jusqu’en couche 1. Les cellules non 

pyramidales présentent, quant à elles, des tailles et morphologies variées.  

 

• La couche 5, « couche pyramidale interne »  contient les cellules pyramidales classiques 

appelées « neurones pyramidaux de couche 5 » dont l’épaisse dendrite apicale remonte en 

couche 1. Ce sont les cellules les plus grosses du cortex visuel (leur description précise sera 

effectuée plus tard). Cette couche contient également de petites cellules pyramidales ou non. 
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• La couche 6, « couche polymorphe » contient une variété de cellules pyramidales plus ou 

moins grosses ainsi que des cellules non pyramidales. 

 

Cette description brute met en évidence l’hétérogénéité des populations neuronales présentes 

dans les différentes couches corticales, mais ne révèle pas encore la spécificité fonctionnelle 

de cette organisation laminaire ni l’existence de microcircuits spécifiques. En particulier, ces 

travaux mésestiment la grande diversité des cellules « non pyramidales », caractérisées depuis 

– pour la plupart – comme les interneurones inhibiteurs du cortex. L’apport de la biologie 

moléculaire, de l’électrophysiologie, des enregistrements de paires ou triplets de neurones et 

leur reconstruction morphologique a permis, ces dernières années, de dessiner un portrait 

détaillé, mais non exhaustif, de la connectivité neuronale (excitatrice et inhibitrice) mise en 

jeu lors de l’activation sensorielle (Thomson et al., 2002 ; Kampa et al., 2006).   
 

1.3) La colonne corticale : l’exemple type de réseau neuronal intégré 

1.3.1) Une boucle de traitement récurrente 

La colonne corticale (figure 3a, Mountcastle, 1978 et pour revue : Gilbert, 1993 ; 

Mountcastle, 1997 ; Rockland, 1998) est un niveau d’organisation fondamental du néocortex 

de mammifère permettant d’orchestrer le fonctionnement d’une assemblée de neurones (entre 

100 et 200 neurones chez le primate), nécessaire à la production d’un signal de sortie cortical. 

Arrangement vertical  formé par un ensemble récurent de connexions neuronales spécifiques 

(et non lié au hasard) entre les différents neurones excitateurs et inhibiteurs des 6 couches 

corticales (figure 3b), la colonne corticale assure l’intégration des informations thalamiques 

(en provenance de la rétine, par exemple) et l’émission de signaux de sortie des aires 

sensorielles primaires (Thomson et Morris, 2002). Chaque colonne correspond alors à une 

unité fonctionnelle comme c’est le cas, par exemple, pour les colonnes d’orientation. Le 

fonctionnement de la colonne corticale est assuré par des boucles de projections et de 

rétroprojections, chaque étage de la boucle (i.e. chaque couche) ayant un « pattern » unique 

d’entrées synaptiques, de connectivité intrinsèque et de sorties, et jouant un rôle unique dans 

le traitement de l’information sensorielle (figure 3c). Il est intéressant de noter que les 

différentes aires corticales présentent des stratégies de traitement communes mais avec des 

mécanismes adaptés aux spécificités des stimuli (Silberberg et al., 2002). De façon 

surprenante, le diamètre estimé d’une colonne (∼30µm) est similaire entre les différentes aires 

corticales et même entre différentes espèces.  
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Néanmoins, bien que la circuiterie présentée ci-après soit stéréotypée pour une espèce, une 

région corticale, et un âge donné, l’existence d’une colonne corticale canonique divise la 

communauté scientifique (voir la revue de Silberberg et al., 2002 vs celle de Douglas et 

Martin, 2004), notamment si l’on prend en compte les critères de connectivité intrinsèque 

(e.g. diversité des neurones inhibiteurs) ou extrinsèque (e.g. diversité des projections 

thalamiques). Enfin, avant d’établir un état des lieux de sa connectivité intrinsèque, la 

comparaison de résultats obtenus in vitro, in vivo et in silico montre qu’un effort expérimental 

substantiel doit encore être fourni avant de parvenir à une réelle compréhension physiologique 

de la colonne corticale (Sarid et al., 2007 ; voir aussi pour revue Helmstaedter et al., 2007). 

D’autres travaux récents ont également nuancé la « rigidité » de l’organisation verticale des 

colonnes corticales, en montrant que le niveau de connectivité entre neurones pyramidaux de 

couche 5 d’une même colonne ne différait pas de celui observé entre neurones de colonnes 

voisines (Krieger et al., 2007, étude réalisée dans le cortex somatosensoriel de souris où les 

microcolonnes corticales sont facilement repérables). 

Figure 3. La colonne corticale à travers différentes représentations   
(a) Vue schématique et dimensions de la colonne corticale chez le primate.   
(b) Organisation  laminaire du  cortex montrant  la morphologie et  les  connexions établies entre  les 
neurones pyramidaux et les principaux interneurones.   
(c) Schéma simplifié de la connectivité neuronale rencontrée dans les différents étages de la colonne 
corticale (SB : substance blanche). 

D’après  Jones 2000, PNAS ; Mountcastle 1997, Brain ; Bannister 2005, Neurosci Res. 
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1.3.2) Connexions excitatrices intrinsèques (résumé sur la figure 4a) 

Le premier étage de traitement de l’information sensorielle (figure 4a, zone rouge) met en jeu 

des connexions excitatrices glutamatergiques entre les projections thalamiques (issues du 

corps genouillé médian) et des cellules excitatrices de la couche 4 appelées « cellules 

étoilées » ou « spiny stellate cells », qui excitent à leur tour des neurones pyramidaux de cette 

même couche 4 (Ahmed et al., 1994 ; Stratford et al., 1996 ; Feldmeyer et al., 2002). Ces 

synapses excitatrices se caractérisent par une adaptation négative (diminution de l’amplitude 

des réponses postsynaptiques en réponse à un train de potentiel d’action soutenu).  La couche 

6 est également une couche d’entrée bien qu’elle reçoive une quantité moindre d’afférences 

thalamiques (Thomson et Bannister, 2003).   

L’information est ensuite transmise par les cellules étoilées vers les neurones pyramidaux de 

la couche 2/3 (deuxième étage de traitement, figure 4a, zone verte) par des synapses à 

adaptation négative (Anderson et al., 1994). De nombreuses connexions sont établies au 

niveau de la couche 2/3 (notamment pour amplifier le signal reçu, Feldmeyer et al., 2006) 

avant que l’information soit transmise aux neurones pyramidaux de couche 5 (troisième étage 

de traitement, figure 4a, zone bleue) qui réalisent une intégration dendritique complexe de ces 

différentes entrées (Thomson et Bannister, 2003) et élaborent les principaux signaux de sortie 

de la colonne corticale. Notons, par ailleurs, que les cellules étoilées de couche 4 peuvent être 

connectées de façon monosynaptique avec les neurones pyramidaux de couche 5, assurant 

ainsi un couplage direct entre les signaux d’entrés thalamiques et les signaux de sortie 

(Feldmeyer et al., 2005). 

De façon très intéressante, deux neurones pyramidaux de couche 2/3 connectés entre eux 

reçoivent des informations d’une même assemblée de neurones de la couche 4, ceci n’étant 

pas le  cas si les deux neurones ne sont pas connectés (Yoshimura et al., 2005). De même, une 

paire de neurones pyramidaux de couche 5 connectés, a une probabilité très importante de 

recevoir l’information d’un même neurone de couche 2/3 (et inversement, une paire de 

neurones pyramidaux de la couche 2/3 a une très faible probabilité de cibler un même neurone 

pyramidal de couche 5) (Kampa et al., 2006). Ce schéma d’intégration convergente de 

l’information, à partir de différents sous-circuits de couche 2/3, suggère qu’un ensemble de 

quelques neurones pyramidaux de couche 5 peut générer un message de sortie associant 

différents paramètres d’un même stimulus sensoriel. 
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(a) (b)

thalamus

1er relais

2e relais

3e relais

*

* avec un relais des cellules étoilées
(non représenté)

Depuis la couche 5, l’information est transmise aux neurones pyramidaux de couche 6 

(quatrième étage de traitement) et est dirigée en dehors de la colonne stimulée vers des 

neurones pyramidaux de couche 5 des colonnes adjacentes, vers les régions sous corticales et 

vers l’hémisphère contralatéral. (Thomson et Bannister, 2003). 

Les neurones pyramidaux de couche 6 relayent enfin l’information latéralement vers les 

autres aires corticales du même hémisphère ou établissent des boucles de rétroprojection 

excitatrices avec le thalamus (afin d’amplifier les entrées de couche 4) (pour revue : Cudeiro 

et Sillito, 2006) ou, au sein de la colonne, avec la couche 4 (par des synapses facilitatrices).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Connexions intrinsèques de la colonne corticale 
(a) Schéma résumant les connexions entre neurones pyramidaux excitateurs (triangles gris) 
rencontrés dans les couches 3 à 6. Les cadres de couleurs surlignent les 3 premiers relais du 
traitement de l’information sensorielle. 
(b) Principales connexions entre interneurones inhibiteurs (cercles noirs) et neurones pyramidaux. 
Les flèches courbées représentent les rétroprojections inhibitrices majeures.  

Les rapports indiquent la probabilité d’enregistrement pour chaque type de connexion (nombre de 
connexions enregistrées divisé par le nombre de paires de neurones testés) sur tranches de cortex de 
rat (plein) et de chat (italique). Adapté d’après Thomson et Bannister 2003, Cerebral Cortex. 
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1.3.3) Connexions inhibitrices intrinsèques (voir la figure 4b) 

De par leur nature, les connexions inhibitrices ne peuvent être organisées en projections 

successives comme c’est le cas pour les connexions excitatrices. Néanmoins, la colonne 

corticale reçoit une vaste gamme d’entrées inhibitrices (de localisations très variées), 

majoritairement centrées sur le neurone pyramidal de couche 5, qui trouve son origine dans la 

diversité des interneurones inhibiteurs du néocortex (Xiang et al., 2002). Ce point important 

fera l’objet d’un chapitre dédié (voir le chapitre 3 p.34 : « Les réseaux inhibiteurs »), mais 

certaines règles générales de connectivité peuvent d’ores et déjà être décrites.  

La principale règle est l’établissement d’une inhibition disynaptique rapide pour limiter, de 

façon spatio-temporelle, la propagation de l’excitation dans la colonne corticale stimulée et 

les colonnes adjacentes (Porter et al., 2001 ;  Tan et al., 2008). Cette vague inhibitrice est 

principalement assurée par des interneurones GABAergiques inhibiteurs, localisés dans la 

couche 2/3 et la couche 5, qui sont recrutés par les projections excitatrices issues des neurones 

pyramidaux de couche 4 et de couche 2/3, respectivement (Dantzker et Callaway, 2000 ; 

Thomson et Morris, 2002). Les interneurones des couches corticales profondes peuvent aussi 

être recrutés par les projections excitatrices en provenance des neurones pyramidaux de la 

couche 6 (West et al., 2006). Ces différentes populations d’interneurones assurent ensuite 

différents modes d’inhibition : locale, translaminaire (e.g. rétroprojections inhibitrices des 

couches 5 et 2/3 vers les couches 2/3 et 4) et latérale assurant alors l’inhibition des colonnes 

voisines (Dantzker et Callaway, 2000 ; Thomson et Bannister, 2003 ; Helmstaedter et al., 

2008, 2009a). Enfin, une vague d’inhibition directe peut être déclenchée par l’activation 

monosynaptique, via les terminaisons thalamiques, d’interneurones inhibiteurs de couche 

4 (Cruikshank, 2007), avant même la genèse des signaux excitateurs. 

Pour conclure, la colonne corticale présente une organisation tri-directionnelle associant 

projections  locales, translaminaires (projections « en avant » et rétroprojections) et latérales. 

Organisation à laquelle une quatrième composante peut être ajoutée, la nature excitatrice ou 

inhibitrice des synapses mises en jeu. Ainsi, la nature tri-directionnelle de l’inhibition a 

récemment été confirmée dans le cortex somatosensoriel de rat (Helmstaedter et al., 2009b). 

Pour revue sur la circuiterie de la colonne corticale : Bannister, 2005 ; Silberberg et al., 

2005 ; Markram, 2008. Pour une description détaillée de la connectivité dans le cortex visuel 

de rat : Domenici L et al., 1995 ; Thomson et Bannister, 2003.  
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1.3.4) Influences extrinsèques 

Le fonctionnement de la colonne corticale peut être modulé à différents niveaux. Par exemple, 

la couche 2/3 est un site d’entrée (mais aussi de sortie directe) d’afférences excitatrices 

provenant des aires sensorielles associatives. L’extrémité distale (située en couche 1) de la 

dendrite apicale des neurones pyramidaux de couche 5 peut aussi recevoir des rétroprojections 

excitatrices de l’aire visuelle associative (Rockland et Drash, 1996) ou même d’autres aires 

sensorielles (Cauller et al., 1998). Des projections du thalamus non-spécifiques sont 

également reçues en couche 1 (Jones, 1975). 

Dans un autre registre, les différentes couches de la colonne corticale reçoivent des 

projections des différents systèmes neuromodulateurs (Gu, 2002) comme, par exemple, les 

fibres sérotoninergiques provenant du raphé ou les fibres cholinergiques provenant du noyau 

basal magnocellulaire (figure 5).  

Figure 5. Projections corticales des systèmes cholinergique et sérotoninergique   
Les  noyaux  et  les  fibres  cholinergiques  sont  représentés  en  vert.  Les  noyaux  et  les  fibres 
sérotoninergiques sont représentés en rouge.   
Adapté d’après Bears, Connors et Paradiso, Neurosciences, à  la découverte du cerveau – 2e édition. 
(Ed. Pradel) 

 

1.4) Dominance oculaire et période critique  

Hubel et Wiesel ont décrit les colonnes de dominance oculaire au début des années soixante 

(Hubel et Wiesel, 1962, 1963 et pour revue : Hensch, 2005). En réalisant des enregistrements 

électrophysiologiques dans le cortex visuel primaire de chat, ils observèrent que les deux yeux 

activent différemment les mêmes neurones corticaux. 
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Ainsi, les cellules ayant la même préférence oculaire étaient regroupées ensemble en 

« colonne » de dominance oculaire. Notons toutefois que le terme « colonne » peut être 

confus étant donné que la dominance oculaire se traduit expérimentalement par une alternance 

de bandes claires et foncées à la surface du cortex (les bandes foncées correspondant aux 

projections issues de l’œil injecté avec un traceur radioactif). Dans le même temps, ils 

démontrèrent que la formation de ces colonnes était dépendante de l’expérience (Wiesel et 

Hubel, 1963, 1965). En effet, la fermeture d’un œil pendant la période critique (période 

postnatale pendant laquelle l’expérience sensorielle fournit au cerveau des informations 

essentielles au développement normal de la structure cible) entraîne une diminution du 

nombre de cellules activées par l’œil préalablement fermé, et de la colonne correspondante. 

Sur la base de données plus récentes, il semble que l’expérience visuelle acquise pendant la 

période critique permette de raffiner et de renforcer les connexions pré-existantes plutôt que 

d’en instruire la formation de novo (pour revue : Katz et Crowley, 2002). Encore plus 

récemment, le groupe de Takao Hensch a publié dans la revue Science une étude basée sur la 

dominance oculaire montrant que l’expression de la période critique est contrôlée par un type 

de circuit inhibiteur spécifique (Fagiolini et al., 2004). Toujours dans la revue Science, en 

2008, le groupe de Lamberto Maffei révéla que l’administration d’un antidépresseur classique 

(la fluoxetine) permet, par une action sur l’inhibition corticale, de ré-induire une plasticité de 

la dominance oculaire et de restaurer une vision normale chez l’animal amblyope adulte 

(Maya Vetencourt et al., 2008). 

Ces quelques exemples, en particulier le dernier, illustrent parfaitement l’extraordinaire 

complexité des interrelations qui existent entre les réseaux neuronaux interconnectés du 

cortex visuel, les systèmes inhibiteurs et, enfin, les systèmes neuromodulateurs tel le système 

sérotoninergique. 

C’est pourquoi, avant d’aborder la description du système sérotoninergique, la suite de ce 

chapitre sera consacrée aux réseaux corticaux excitateurs d’une part et inhibiteurs d’autre part, 

avant d’en aborder la plasticité et les aspects pathologiques, puis d’élargir sur les 

connaissances actuelles chez l’homme.    

2) Les réseaux corticaux excitateurs 

Les neurones excitateurs représentent environ 70 à 80 % des neurones corticaux, parmi 

lesquelles plus de 90 % sont des cellules pyramidales et moins de 10 % des cellules étoilées 

(Peters et al., 1985 ; DeFelipe et Farinas, 1992). 
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2.1) Les cellules étoilées ou « spiny stellate cell » 

Comme nous l’avons vu précédemment, les cellules étoilées sont exclusivement localisées 

dans la couche 4 (figure 6a), principal site d’entrée des projections thalamo-corticales. Elles 

sont de petite taille et, contrairement aux cellules pyramidales, ne possèdent pas de dendrite 

apicale (Stratford et al., 1996 ; Bannister 2005). Elles assurent la majorité de la transmission 

excitatrice intracolonne et latérale en établissant de nombreux contacts synaptiques avec les 

dendrites apicales des neurones pyramidaux (Okhotin, 2006). 

2.2) Diversité des neurones pyramidaux  

Les neurones pyramidaux sont présents dans la plupart des structures du cerveau antérieur 

(cortex, hippocampe, amygdale) mais absents dans le bulbe olfactif, le striatum ou les 

structures plus profondes du cerveau comme le rhombencéphale, le mésencéphale ou la 

moelle épinière (Cajal, 1909), ce qui suggère fortement leur implication dans des fonctions 

cognitives avancées.  

Les neurones pyramidaux sont distribués dans les couches 2 à 6 (figure 6a). Ils sont 

caractérisés par un corps cellulaire de forme pyramidale dont la taille varie selon leur 

localisation, par des dendrites proximales courtes mais très ramifiées, et par une longue 

dendrite apicale qui projette le plus souvent verticalement en direction de la couche 1. Ils 

présentent une organisation laminaire stéréotypée et un « pattern » de connectivité récurrent 

(voir le chapitre 1.3.2 p.26) qui sous-tendent les processus de traitement de l’information dans 

les cortex sensoriels. Néanmoins, bien que dans un souci de simplification, il soit attrayant de 

considérer les neurones pyramidaux comme constituant une population homogène, ce n’est 

pas le cas.  

Ramon y Cajal observa déjà, il y a plus d’un siècle, des différences inter-espèces :  

« En los ratones las prolongaciones basilares son cortas y poco ramificadas, en el hombre se 

hacen mas numerosas, largas y ramificadas. » 

« Chez la souris, les dendrites basales [des cellules pyramidales] sont courtes avec peu de 

ramifications, chez l’homme elles [les dendrites basales] sont nombreuses, étendues et 

fortement ramifiées ».  
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Figure 6. Diversité morphologique des neurones pyramidaux du néocortex   
(a)  Arborisation  dendritique  des  neurones  excitateurs  des  couches  2  à  6  et  profils  de  décharge 

associés. Notons que  les  cellules étoilées  (noir,  ″e″) ne possèdent pas de dendrite apicale et  sont 
exclusivement présentes en couche 4. D’après Bannister 2005, Neuroscience research.   
(b) Morphologie d’un neurone pyramidal de couche 5 après reconstruction à  la biocytin qui  illustre 
les différentes arborisations dendritiques (basale, proximale et distale) ainsi que  la dendrite apicale 
proéminente s’étendant du soma à la couche 2/3. Adapté d’après Larkum et Nevian 2008, Curr Opin 
Neurobiol.  

 

Chez le macaque, les neurones pyramidaux du cortex préfrontal ont 16 fois plus d’épines 

dendritiques que ceux du cortex visuel primaire (Elston et al., 2001), alors qu’aucune 

différence de densité des épines n’est observée entre les différents cortex de souris 

(Ballesteros-Yáñez et al, 2006). 

Les neurones pyramidaux peuvent donc présenter des différences morphologiques portant sur 

la densité de répartition des épines dendritiques, mais aussi des variations de taille, de position 

de leur corps cellulaire, de ramifications dendritiques ou encore d’arborisation de leur axone, 

notamment en fonction des couches corticales (figure 6a et pour revue ; Elston 2001 ; Elston 

2003 ; Spruston 2008). Ceci reflète une diversification à la fois de leurs entrées synaptiques et 

de leurs cibles neuronales, aboutissant à la constitution de microcircuits spécifiques aux 

propriétés de plasticité synaptique distinctes (Silberberg, 2008). D’un point de vue 

moléculaire, les neurones pyramidaux présentent une grande diversité d’expression et de 

répartition des canaux ioniques sensibles au potentiel (Lai et Jan, 2006 ; Nusser, 2009) et des 

récepteurs/récepteur-canaux aux neuromodulateurs, ce qui peut conduire à des différences 

fonctionnelles marquées. C’est par exemple le cas, dans le cortex auditif de souris, où les 

dendrite 
apicale 

d
i s t a l e

proxim
ale

basale

(a) (b)    
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neurones pyramidaux des couches supérieures (2/3 et 4) ont un comportement 

électrophysiologique différent de ceux des couches profondes (seuil de déclenchement des 

potentiels d’action notamment, Huggenberger, 2009). D’autres travaux menés dans le cortex 

préfrontal ont suggéré que les neurones pyramidaux de couche 5 avaient, en fonction de leur 

activité neuronale de base, un niveau d’activité de la protéine kinase A (PKA) faible ou élevé 

(Cai, 2002). Ces deux populations de neurones répondant alors de façon différente à 

l’activation du récepteur 5-HT4. Les différences fonctionnelles intrinsèques entre neurones 

pyramidaux pourraient alors expliquer comment ces assemblées de neurones remplissent des 

fonctions variées et spécifiques dans les différentes couches corticales.  

 2.3) Les neurones pyramidaux de couche 5 

Dans le cortex visuel, les neurones pyramidaux de couche 5 ont une dendrite apicale 

particulièrement large dans sa partie proximale au soma et qui se termine dans la couche 1 en 

ramifications « touffues » (Larkman et Mason 1990 ; Mason et Larkman 1990). Leur profil 

d’excitabilité montre une décharge de potentiels d’action régulière avec adaptation 

(McCormick et al., 1985). Une deuxième population de neurones pyramidaux de couche 5 est 

également présente ; elle se caractérise par une dendrite apicale fine qui n’atteint pas la 

couche 1 (Larkman et Mason 1990) et est impliquée dans les connexions avec le cortex visuel 

contralatéral (Hallman et al, 1988). Ces deux populations peuvent aussi être distinguées sur 

des critères moléculaires par les marqueurs neurochimiques qu’elles expriment (Molnár et 

Cheung, 2006). Dans une classification morphologique quantitative basée sur la 

reconstruction en trois dimensions d’un grand nombre de cellules et la quantification d’une 

trentaine de variables (nombre, longueur, diamètre des dendrites basales, apicale et distales, 

primaires et secondaires, aire du soma…), cinq sous-groupes de neurones pyramidaux de 

couche 5 ont pu être identifiés, ce qui renforce encore l’idée de leur hétérogénéité (Tsiola et 

al., 2003). 

La dendrite apicale proéminente des neurones pyramidaux de couche 5 traverse l’ensemble 

des couches corticales et constitue un site d’intégration privilégié de l’ensemble des 

informations transmises dans la colonne corticale (figure 6b). Les dendrites basales et 

l’arborisation apicale distale constituent également des sites d’intégration dendritique, mais 

avec des propriétés différentes (Larkum et al., 2001 ; Nevian et al., 2007 ; Spruston 2008). 

Voir également la partie III de cette Introduction : « Traitement dendritique de 

l’information » (page 79). 
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A un échelon supérieur, les neurones pyramidaux de couche 5 peuvent s’organiser localement 

en réseaux (Frick et al., 2007, 2008 ; Brown et Hestrin, 2009), avec un haut niveau de 

connectivité (Song et al., 2005), afin de remplir des fonctions particulières. C’est par exemple 

le cas dans le cortex préfrontal, où une sous population de neurones pyramidaux des couches 

profondes projetant sur les neurones de couche 5 est sélectivement activée par le récepteur 5-

HT2A (Béique et al., 2007). Un couplage électrique entre neurones pyramidaux de couche 5 a 

également été reporté (Mercer et al., 2006) suggérant d’intéressantes possibilités de 

synchronisation d’activité au sein d’assemblées de neurones pyramidaux contigus.  

Enfin, en combinant plusieurs niveaux d’analyses (cellulaire, synaptique et réseau), le groupe 

de Goldman-Rakic a très bien mis en évidence l’hétérogénéité des réseaux de neurones 

pyramidaux de couche 5 dans le cortex préfrontal de furet (Wang et al., 2006). Deux types de 

réseaux ont été décrits, l’un est semblable au cortex visuel et l’autre, nouvellement 

caractérisé, est composé de neurones pyramidaux aux dendrites apicales doubles. Chacun de 

ces réseaux présente des propriétés morphologiques, de transmission  synaptique, de plasticité 

et de connectivité qui lui sont propres. Dans le même ordre d’idée, un type donné de neurone 

pyramidal de couche 5 (à large tronc dendritique par exemple) peut présenter des variations 

morphologiques et fonctionnelles entre deux cortex sensoriels : visuel et somatosensoriel 

(Groh A et al., 2009). Ce résultat récent suggère l’existence d’un certain niveau de 

spécialisation des neurones pyramidaux de couche 5, en fonction de la nature du stimulus à 

traiter, et pourrait expliquer pourquoi des microcircuits relativement stéréotypés dans leur 

structure (i.e. colonne corticale) peuvent traiter une large variété de stimuli sensoriels. 

3) Les réseaux corticaux inhibiteurs 

3.1) Généralités 

Les interneurones GABAergiques forment la principale source d’inhibition dans le 

néocortex via la libération de leur neurotransmetteur spécifique le GABA (acide gamma 

aminobutyrique) et l’activation des récepteurs GABAA associés à une conductance entrante 

d’ions chlorures (le GABA peut également ouvrir des conductances potassiques sortantes via 

l’activation du récepteur métabotropique GABAB). Notons toutefois que le GABA est 

excitateur dans le cerveau immature en raison d’un potentiel d’inversion des ions chlorures 

différent (Ben-Ari et al., 1989 ; Zhang et al., 1991 ; et pour revue : Ben-Ari, 2002 ; Blaesse et 

al., 2009). C’est également le cas, chez l’adulte, au niveau de synapses axo-axoniques 

particulières entre interneurones et neurones pyramidaux de couche 2/3 (Szabadics, 2006). 
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Ceci en raison de l’absence du cotransporteur K+/Cl- de type 2 dans le segment initial de 

l’axone (entrainant alors un potentiel d’inversion des ions chlorures dépolarisé par rapport au 

potentiel de repos des cellules pyramidales). Un mécanisme similaire de dépolarisation 

GABAergique a été reporté, au niveau dendritique cette fois, dans un type particulier 

d’interneurone rétinien (Gavrikov et al., 2006).  

Bien que ne constituant qu’une faible fraction des neurones corticaux (15 à 30 % de la 

population neuronale) et établissant un nombre réduit de synapses (10 à 15 % du nombre total 

de synapses) (Peters et Kara, 1985 ; Ren et al., 1992 ; Beaulieu, 1993 ; DeFelipe et al., 

2002a,b), les interneurones inhibiteurs ont des fonctions variées et cruciales dans le système 

nerveux central, que ce soit lors de la mise en place des réseaux neuronaux (Hensch et 

Stryker, 2004 et pour revue : Akerman et Cline, 2007) ou bien chez l’adulte (Ge et al., 2006 et 

pour revue : McBain et Fisahn, 2001 ; Ge et al., 2007) ; fonctions qui vont bien au-delà du 

simple fait de pourvoir à l’hyperpolarisation des cellules. L’inhibition GABAergique est enfin 

essentielle dans la plasticité du cortex visuel lors de la période critique (Kirkwood et Bear, 

1995 ; Hensch et al., 1998 ; Huang et al., 1999 ; Jiang et al., 2005 ; et pour revue : Hensch, 

2005) et dans la synchronisation rythmique de l’activité des réseaux corticaux (Wang et 

Buzsaki, 1996 ; Berger et al., 2006 et pour revue : Freund, 2003 ; Bartos et al., 2007).  

L’incroyable richesse fonctionnelle des interneurones GABAergiques ne trouve pas son 

origine dans leur nombre, mais plutôt dans leur diversité (Gupta et al., 2000 ; Markram et al., 

2004). Les nombreuses classifications tentées ces dernières années (DeFelipe, 1997 ; Cauli et 

al., 1997 ; Cauli et al., 2000 ; McBain et Fisahn, 2001 ; Kawaguchi et Kondo, 2002 ; Markram 

et al., 2004 ; Flames et Marin, 2005) ont en effet abouti à la description d’une douzaine de 

types d’interneurones corticaux (dont les principaux sont répertoriés sur la figure 7a, voir 

aussi la figure 3B p.25). De ces classifications ont émergé les principes de leur diversité : les 

interneurones corticaux représentent des groupes de cellules hétérogènes pouvant être classés 

en fonction de leur origine développementale, de leur morphologie (orientations et 

ramifications de l’arbre dendritique et de l’axone, figure 7a), de leur activité 

électrophysiologique (« regular spiking », « irregular spiking », « fast-spinking », 

« stuttering » et « bursting », figure 7b), de leurs cibles synaptiques, et en fonction de 

l’expression de marqueurs neurochimiques (neuropeptides et/ou protéines liant le calcium 

cytosolique ; voir notamment les travaux de Gonchar et Burkhalter (1997, 2003) dans le 

cortex visuel). 
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Fast-Spiking Bursting

Stutteting Irregular-Spiking

(a)                                                 (c)

(b)    

Figure 7. Diversité des interneurones GABAergiques corticaux   
(a) Principaux types morphofonctionnels : ciblant le soma et les dendrites proximales (fonds bleu et 
jaune), les dendrites (fonds vert et jaune) et l’axone (fond orange). Les dendrites des interneurones 
sont dessinées en orange et leur axone en bleu.     
(b) Principaux profils électrophysiologiques des interneurones. Chaque profil peut être subdivisé sur 
des critères temporels (délai entre le début de la réponse et le saut dépolarisant) ou d’adaptation de 
la fréquence de décharge (lors d’une stimulation continue).   
(c)  Illustration  de  la  combinatoire  possible  entre  les  différents  critères  de  diversité  répertoriés 
(cercle : morphologie, pièce de puzzle : marqueur biochimique, cylindre : profil de décharge). 
Adapté d’après Markram et al. 2004, Nature Rev Neurosci. 

 

Malheureusement, l’ensemble de ces critères de classification devient rapidement confus dans 

la mesure où un type morphologique donné peut présenter certains critères 

électrophysiologiques ou biochimiques, et en exclure tout autant. De même, deux 

interneurones au profil de décharge similaire peuvent présenter différentes associations de 

caractéristiques morphologiques et biochimiques (Markram et al., 2004). Ainsi, cette 

mosaïque de critères tend davantage à générer une combinatoire immense, plutôt qu’à dégager 

une classification claire (figure 7c). 

Ceci n’empêche toutefois pas les interneurones de partager quelques caractéristiques 

communes : 
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(i) ils n’ont pas ou peu d’épines dendritiques et reçoivent à la fois des synapses excitatrices et 

inhibitrices sur leur soma, (Douglas et Martin, 2004) ; (ii) ils forment des circuits inhibiteurs 

locaux (leurs axones s’arborisant dans la colonne corticale et non dans des régions distantes) 

(Letinic et al., 2002) ; (iii) ils sont hautement interconnectés (Thomson et Bannister, 2002) ; et 

(iv) ils sont capables de cibler des domaines spécifiques des neurones pyramidaux tels le 

soma, les dendrites basales ou apicales ou l’axone (DeFelipe, 1997 ; Markram et al., 2004). 

Cette dernière propriété, corolaire de la grande diversité des arborisations axoniques, peut être 

reliée à l’expression spécifique de différentes sous-unités constitutives des récepteurs GABA 

dans les différentes régions des neurones pyramidaux (Cherubini et Conti, 2001). De façon 

très intéressante, cette observation permet d’expliquer comment la diversité des interneurones 

inhibiteurs est à l’origine d’un contrôle précis des différents étages de traitement de 

l’information sensorielle (i.e. de la colonne corticale), et en particulier de l’activité des 

neurones pyramidaux de couche 5 (voir la figure 22b p.82). C’est pourquoi, je vais 

maintenant présenter les principaux types d’interneurones en terme de spécialisation 

fonctionnelle, et non au travers de l’ensemble des critères de diversité énoncés ci-dessus, en 

précisant leurs cibles et leurs rôles au sein de la colonne corticale précédemment décrite. 

3.2) Interneurones ciblant le soma et les dendrites proximales 

Les cellules en panier (« basket cells ») qui représentent environ 50 % des 

interneurones et qui sont retrouvées dans toutes les couches corticales (couche 1 exceptée) 

possèdent des morphologies très différentes (figure 7a et figure 8). Les plus nombreuses sont 

de grandes cellules avec de longs axones, les autres sont des cellules de très petite taille avec 

de courtes arborisations dendritiques et de courtes ramifications axonales (Gupta et al., 2000 

et pour revue : Markram et al., 2004). Ces deux types de cellules en panier innervent 

préférentiellement le soma et les dendrites proximales des neurones pyramidaux des 

différentes couches et en particulier ceux de couche 5 (Somogyi et al., 1998). La principale 

fonction de ces interneurones est la synchronisation de l’activité neuronale en ondes 

rythmiques (pour revue : Freund et Katona, 2007) de type gamma (i.e. 30 à 100 Hz, Cobb et 

al., 1995 ; Tarczy-Hornoch et al., 1998, Doischer et al., 2008) ou thêta (i.e. 4-7 Hz, Hartwich 

et al., 2009). Du point de vue de l’intégration des signaux, ils contrôlent le gain (modulation 

de l’amplitude de la réponse neuronale pour un stimulus donné) et par conséquent la 

fréquence de décharge du neurone cible (Buhl et al., 1995 ; Miles et al., 1996 ; Wang et al., 

2002). 
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 Figure 8. Morphologie anatomique des principaux interneurones corticaux  
Les arborisations dendritique et axonale sont respectivement représentées en rouge et bleu. Modifié 
d’après Gupta et al. 2000, Science. 

 

Les cellules de Martinotti (« Martinotti cells », figure 7a et figure 8) − petits neurones 

multipolaires ou bipolaires qui sont définis par une arborisation axonique proximale 

horizontale et distale ascendante (jusqu’en couche 1 notamment) − ciblent également le soma 

et les dendrites proximales (Kawaguchi Y et Kubota, 1997 ;  Wang Y et al., 2004). Les 

cellules de Martinotti sont pour la plupart situées dans les couches profondes (elles 

représentent environ 50 % des interneurones de la couche 6) bien que certaines aient été 

répertoriées en couche 2/3. 
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3.3) Interneurones ciblant l’axone  

 

Les cellules en chandelier, ou « chandelier cell » (figure 7a), se caractérisent par un 

axone court et extrêmement ramifié autour de son soma (avec une grande densité de boutons 

présynaptiques). Bien que présent en faible quantité dans les couches 2 à 6, ce type 

d’interneurone est considéré comme le plus puissant. En effet, ces interneurones ciblent, via 

leurs ramifications axonales courtes, le segment initial de l’axone des neurones pyramidaux et 

ont par conséquent une position préférentielle dans le contrôle de l’édition des signaux de 

sortie, ainsi que dans la synchronisation de ces signaux (Zhu et al., 2004 ; Szabadics, 2006). 

 

3.4) Interneurones ciblant les dendrites 

Les interneurones « neurogliaform » (ou cellules en toile d’araignée, très minoritaires, 

qui sont caractérisées par des arbres dendritiques très petits et très denses ainsi que par des 

ramifications axonales), les cellules à double bouquet (situées au niveau des couches 2 à 4 

uniquement et possédant des axones collatéraux ascendants et descendants, figure 7a et 8), les 

cellules bipolaires (de morphologie similaire aux cellules à double bouquet mais présentent 

dans toutes les couches) et les cellules de Martinotti des couches profondes (via la longue 

ramification ascendante de leur axone, Wang Y et al., 2004), ciblent toutes les quatre, la 

dendrite apicale des neurones pyramidaux à différents niveaux (du plus proximal aux plus 

distal, pour revue : Markram et al., 2004). Grâce à leurs projections spécifiques, ces différents 

interneurones peuvent modifier efficacement les processus d’intégration des entrées 

synaptiques (pour revue : Cottam et al., 2009) notamment par la filtration des entrées 

excitatrices par un mécanisme d’inhibition shuntante (Tamas et al., 2000 ; Xiang et al., 2002 ; 

Monier et al., 2003 ; et voir le paragraphe 1.3.1.2 p.85: « Inhibition shuntante »). Enfin, des 

expériences électrophysiologiques récentes ont clairement montré que l’activation des cellules 

de Martinotti dans une colonne corticale (par un neurone pyramidal de couche 5) permet 

d’inhiber l’arborisation dendritique apicale distale (en couche 1)  d’un neurone pyramidal de 

couche 5 adjacent (Silberberg et Markram, 2007). Ce type d’interneurone assure ainsi une 

boucle de rétrocontrôle inhibiteur puissant. 

 3.5) Couplage électrique 

Comme c’est le cas pour les neurones pyramidaux, les interneurones corticaux présentent des 

propriétés de couplage électrique. Ces synapses électriques (formées par des jonctions 
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communicantes de type « connexon », figure 9a et pour revue : Cruikshank et al., 2005) 

semblent beaucoup plus répandues dans les réseaux inhibiteurs que dans les réseaux 

excitateurs et s’établissent préférentiellement entre interneurones de même type (Galarreta et 

Hestrin, 1999, 2001a ; Gibson et al., 1999 ; Chu et al., 2003) mais aussi entre sous-types 

différents (Caputi et al., 2009). Depuis leur découverte chez les mammifères (Bennett, 1997), 

de nombreuses synapses électriques ont été identifiées dans toutes les couches corticales 

(Galarreta et Hestrin, 2001b). Jusqu’à cinq types de microcircuits d’interneurones, couplés 

électriquement et ciblant les neurones pyramidaux de couche 5, ont été décrits dans la colonne 

corticale (figure 9b et pour revue : Hestrin et Galarreta, 2005). 

Figure 9. Couplage électrique et réseaux d'interneurones corticaux   
(a) Haut : photographie en microscopie électronique montrant une  jonction communicante de type 
“gap  junction”  entre  deux  dendrites  (d)  de  cellules  en  panier  de  la  couche  4  du  cortex moteur 
primaire  adulte  de  primate  (x  25 000). Bas :  observation  à  plus  fort  grossissement  d’une  synapse 

électrique (x 180 000, épaisseur de la jonction ∼ 3nm).    
(b)  Représentation  schématique  des  réseaux  d’interneurones  couplés  électriquement  et  de  leurs 
cibles postsynaptiques sur les neurones pyramidaux du cortex.   
(c) Gauche  :  Image  en microscopie  optique  infrarouge  illustrant  l’enregistrement  en  patch  clamp 
d’une paire d’interneurones “fast spiking” couplés électriquement (barre d’échelle : 10 µm). Droite : 
l’injection  d’un  courant  positif  ou  négatif  dans  la  cellule  1  provoque  une  dépolarisation  ou  une 
hyperpolarisation synchrone dans la 2e cellule. 

Adapté d’après Galaretta et Hestrin 2001, Nat Rev Neurosci et Hestrin et Galarreta 2005, TINS. 
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Le couplage électrique peut se faire en de nombreux points de l’arborisation dendritique des 

interneurones (proximale ou distale), formant ainsi des réseaux de connexons denses qui 

s’étendent sur différentes colonnes corticales (Fukuda et al., 2007) et permettent la 

synchronisation efficace de l’activité de ces différents microcircuits inhibiteurs (figure 9c et  

Tamas et al., 2000 ; Szabadics et al., 2001 ; Bartos et al., 2002 ; Blatow et al., 2003 ; 

Fanselow et al., 2008 ; et pour revue : Bennett et Zukin, 2004). Notons enfin que les 

astrocytes peuvent également être couplés électriquement (Fróes et al., 1999) et former des 

réseaux interconnectés dans les cortex sensoriels (Houades et al., 2008). 

3.6) Pourquoi une telle diversité ? 

De façon générale, des résultats obtenus sur tranches corticales de souris supportent l’idée 

d’un rôle majeur de l’inhibition, dans l’intégration somatodendritique réalisée par les 

neurones pyramidaux de couche 5 (Neubauer et Berger, 2008). La diversité morpho-

fonctionnelle des interneurones inhibiteurs peut donc être essentielle pour adapter l’inhibition 

somatodendritique (mais aussi axonale) à la complexité des stimuli, en fournissant une 

gamme de sensibilité étendue et une dynamique spatiotemporelle à large spectre (Silberberg, 

2008). C’est par exemple le cas chez le chat, in vivo, où le recrutement d’une inhibition 

disynaptique, adaptée au stimulus visuel, est essentiel à l’établissement de la préférence à 

l’orientation des neurones du cortex visuel primaire (Marino et al., 2005). 

Le cortex aurait alors le « choix » dans le type d’inhibition à recruter en fonction du type de 

stimulus et de l’architecture des signaux excitateurs générés lors des différentes étapes de 

l’intégration sensorielle (Gabernet et al., 2005), renforçant ainsi l’efficacité de l’intégration 

(Pouille et Scanziani, 2001). Dans ce sens, des travaux électrophysiologiques récents ont 

montré que plusieurs sous-types d’interneurones corticaux (e.g. cellule en panier, cellule 

bipolaire, cellule de Martinotti) pouvaient être différemment recrutés par des afférences 

excitatrices distinctes (i.e. originaires de couches corticales différentes, Xu et Callaway, 

2009). In vivo, le recrutement d’une inhibition corticale particulière (interneurones « fast-

spiking ») permettrait de discriminer les différents paramètres d’un stimulus sensoriel 

multiple (e.g. stimulation de plusieurs vibrisses chez la souris, Hirata et Castro-Alamancos, 

2008). Encore plus récemment, des travaux publiés dans la revue Nature (Murayama et al., 

2009) ont démontré le rôle clé de microcircuits inhibiteurs spécifiques (i.e. cellules de 

Martinotti) dans l’encodage de l’information sensorielle par les neurones pyramidaux de 

couche 5 in vivo. 



 

IN
TR

O
D

U
C

TI
O

N
 

42 
 

La diversité des interneurones corticaux permettrait in fine d’appliquer, au bon moment et au 

bon endroit, la bonne quantité d’inhibition avec le bon  « timing », afin de contrôler le plus 

finement possible (avec seulement 16 % de synapses inhibitrices sur un neurone pyramidal, 

Markram et al., 2004) l’excitabilité des réseaux neuronaux excitateurs. Dans ce but, un 

échelon supplémentaire de régulation de l’activité des interneurones peut être mis en place, 

grâce notamment aux actions multiples des neuromodulateurs et aux différences de sensibilité 

de chaque type d’interneurone à ces derniers (Freund et Katona, 2007).  

4) Plasticité des réseaux corticaux 

 4.1) Pendant la période postnatale  

Du développement embryonnaire à l’adulte, en passant par la période critique, les réseaux 

corticaux et leurs principaux éléments constitutifs subissent des modifications morpho-

fonctionelles marquées, qui dépendent notamment de l’expérience sensorielle. C’est par 

exemple le cas des neurones pyramidaux du cortex visuel qui établissent des connexions 

synaptiques de plus en plus distantes (par rapport à leur soma) au cours du développement 

postnatal (Dalva et Katz, 1994). Au contraire, la privation sensorielle pendant la période 

critique entraîne une réduction de la longueur des axones des neurones pyramidaux de couche 

2/3, et du nombre de leurs ramifications (Bruno et al., 2009). Plus précisément, l’élimination 

de certaine vibrisses chez la souris, entraîne une diminution des ramifications axonales vers 

les colonnes corticales « déprimées » (i.e. représentation corticale des vibrisses éliminées) et 

une augmentation des ramifications vers les colonnes « non déprimées » (Broser et al., 2008), 

révélant ainsi de puissants mécanismes de compensation fonctionnelle. 

La mise en place des colonnes de préférence oculaire lors de la période critique (détaillée 

précédemment) est un des meilleurs exemples de plasticité fonctionnelle des réseaux 

neuronaux du cortex visuel (figure 10a), que ce soit chez l’animal ou chez l’Homme (Lewis et 

Maurer, 2005). La privation visuelle entraîne une reconfiguration des réseaux excitateurs et 

inhibiteurs dans la couche 4 du cortex visuel de l’hémisphère « déprimé » (Maffei et al., 

2004), avec une augmentation de l’efficacité des connexions excitatrices entre cellules 

étoilées et une augmentation ou une diminution (dépendante du type d’interneurone), de 

l’efficacité des connexions inhibitrices. Les capacités d’intégration des stimuli visuels par les 

neurones des aires multi-intégratives sont également affectées (baisse de l’efficacité à 

discriminer des stimuli distincts) par la privation visuelle (Carriere et al., 2007).  
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Par ailleurs, et dans la continuité de ce qui a été exposé dans le chapitre précédent, il est 

intéressant de noter l’existence d’une plasticité du nombre de récepteurs GABAA, spécifique 

des régions somatique et dendritique proximale, et jouant un rôle critique dans la mise en 

place de la période critique (Katagiri et al. 2007).  

Figure 10. Exemples de plasticité des réseaux neuronaux   
(a)  Illustration  de  l’influence  de  l’activité  d’un  réseau  neuronal  simplifié  à  l’extrême,  sur  la 
maturation des colonnes de dominance oculaire du cortex visuel primaire. Les projections thalamo‐
corticales (vertes) activent des microcircuits excitateurs (rouge) et inhibiteurs (bleu) interconnectés. 
Le fonctionnement coordonné de ces derniers lors de la période postnatale, assure la mise en place 
de colonnes de dominance oculaire distinctes et stéréotypées  (centre, « normal »). Une diminution 
(gauche) ou une augmentation  (droite) de  l’activité des  réseaux  inhibiteurs a  ici une  conséquence 
directe sur  la  largeur des colonnes de dominance  (plus  fine ou plus  large, respectivement). Adapté 
d’après Hensch 2005, Nat Rev Neurosci.  
(b) Rôles possibles de la neurogenèse dans la maintenance et la plasticité fonctionnelle des réseaux 
neuronaux adultes. Le neurone néosynthétisé (cadre pointillé) peut avoir divers devenirs au sein du 
réseau  neuronal  (bleu)  où  il  s’insert,  avec  (rouge)  ou  sans  (pas  de  changement  de  couleur) 
modification de la fonction du réseau cible. Adapté d’après Lledo et al. 2006, Nat Rev Neurosci. 

 

Les réseaux neuronaux à la base des cartes de sélectivité à l’orientation et à la direction 

connaissent aussi une période de grande plasticité, légèrement plus précoce que celle des 

colonnes de dominance oculaire (Fagiolini et Hensch, 2000 ; Fagiolini et al., 2003). En fin de 

période critique, l’activité corticale rythmique delta (caractéristique du sommeil à ondes 

lentes et mettant en jeu des réseaux cortico-thalamiques bouclés, Stériade et al., 1993) est 

aussi assujettie à des phénomènes de plasticité dépendants de l’expérience, observés au 

niveau du cortex visuel (Miyamoto et al., 2003). 
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Enfin, des modifications d’activité de réseaux spécifiquement interconnectés entre différentes 

aires auditives ont également été reportées après une période de privation auditive (i.e. 

ablation de la cochlée) (Hishida et al., 2007). Ceci montre que de tels processus de 

remodelage, dépendant de l’expérience sensorielle, ne sont pas restreints au cortex visuel. 

 4.2) Chez l’adulte 

Contrairement aux connaissances acquises au niveau cellulaire (voir par exemple la 

publication récente du groupe de Mark Hübener, sur la modulation du nombre d’épines 

dendritiques des neurones pyramidaux de couche 5 par l’expérience visuelle, Hofer et al., 

2009), la plasticité cérébrale chez l’individu adulte reste peu décrite à l’échelle des réseaux 

neuronaux. En voici quelques exemples. 

L’entrainement à reconnaitre un objet spécifique (comme un objet orienté de façon 

particulière) se traduit par une augmentation spécifique des signaux générés par les réseaux 

neuronaux du cortex visuel primaire lors de la présentation de l’objet, en comparaison aux 

signaux générés avant l’entrainement (Furmanski et al., 2004 ; Maertens et Pollmann, 2005). 

Par ailleurs, des lésions corticale ou rétinienne chez l’adulte entraînent une reconfiguration 

locales des circuits excitateurs et inhibiteurs dans le cortex visuel (Eysel et al., 1999 ; Arckens 

et al., 2000). Des reconfigurations fonctionnelles des réseaux inhibiteurs du cortex visuel sont 

également observées chez l’animal adulte amblyope, dans certaines conditions 

expérimentales. Elles tendent à restaurer une acuité visuelle normale (Sale et al., 2007 ; Maya 

Vetencourt et al., 2008). 

En dehors du cortex visuel, il a été montré récemment chez l’homme adulte que 

l’entrainement intense à un instrument de musique entrainait des changements structurels au 

niveau des réseaux neuronaux des cortex auditif et moteur (Hyde et al., 2009). Dans certaines 

conditions pathologiques, telle l’ischémie cérébrale, le cerveau adulte présenterait également 

d’étonnantes possibilités de remaniement de ses circuits corticaux et sous-corticaux afin de 

préserver les signaux de sortie des structures atteintes (Di Filippo et al., 2008). De tels 

événements de réorganisation fonctionnelle des réseaux neuronaux ont déjà été reportés chez 

l’homme au niveau du cortex prémoteur (O’Shea et al., 2007). Par ailleurs, une sur-activation 

du cortex préfrontal chez la personne âgée au détriment des autres aires corticales déclinantes, 

constitue une autre évidence de la capacité d’adaptation des réseaux neuronaux au sein du 

cerveau adulte (Park et Reuter-Lorenz, 2009). 
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Enfin, la neurogenèse chez l’adulte aurait différents rôles fonctionnels dans la 

« maintenance » et la plasticité des réseaux neuronaux existants (figure 10b). En effet, les 

neurones nouvellement synthétisés pourraient s’intégrer à un réseau préexistant avec une 

fonction non définie à la base mais adaptable au réseau de destination, ou avec une fonction 

prédéfinie et spécifique du réseau cible. Ils pourraient également remplacer une cellule 

mourante avec une fonction identique à cette dernière (Lledo et al., 2006). 

5) Chez l’homme : vers un « connectome » humain ? 

La généralisation des connaissances acquises à partir des différents modèles expérimentaux 

(rongeurs, chats, primates) au cerveau humain est une question essentielle, que ce soit dans un 

but purement fondamental ou appliqué. Bien que l’anatomie du cerveau humain ait été 

largement étudiée aux niveaux macroscopique (e.g. description des lobes cérébraux) et 

microscopique, peu de choses sont connues du point de vue des réseaux neuronaux 

(« pattern » de connectivité, densité des connexions, carte des projections laminaires...). Avec 

environ 1011 neurones établissant environ 1015 connexions (dont approximativement 1010 

neurones et 1013 connexions pour le seul cortex) (Murre et Sturdy, 1995), il parait impossible 

d’établir une cartographie complète des connexions à l’échelle du neurone individuel. L’essor 

de l’imagerie fonctionnelle et de la bioinformatique a cependant permis de grandes avancées. 

Des premières cartes de connectivité structurelle ont été établies à partir de l’étude des 

interactions entre plusieurs centaines de microrégions cérébrales (Hagmann et al., 2008), 

faisant apparaître des nœuds de connectivité et des « voies » de projections cortico-corticales 

privilégiées (figure 11a). En parallèle de ces cartes structurelles, ont émergé des cartes 

fonctionnelles (Bassett et al., 2006) qui confirment l’existence de microcircuits organisés en 

noyaux (actif à l’état de repos ou bien lorsque une tâche est effectuée), dispersés dans les 

différentes régions cérébrales, et interconnectés les uns avec les autres (figure 11b). Ces cartes 

nous ont appris, par exemple, que les réseaux neuronaux fonctionnels s’organisent localement 

chez l’enfant et tendent vers une organisation plus distribuée chez l’adulte (i.e. établissement 

de connexions de plus en plus distantes avec intégration de nouveaux réseaux, Fair et al., 

2009). Chez l’animal vigil, des changements de la connectivité fonctionnelle entre groupes de 

neurones semblent avoir lieu lors d’un comportement d’orientation spatiale (Fujisawa et al., 

2008 ; Haider et McCormick, 2009). Enfin, l’établissement d’un « connectome » humain 

permettrait enfin de mieux comprendre les conséquences fonctionnelles de lésions cérébrales 

locales, sur les régions cérébrales non touchées par la lésion, et d’en prévoir les éventuelles 

compensations fonctionnelles (Sporns et al., 2005). 
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Matrice des connexions
cortico-corticales

Connectomes

structurel fonctionnel

(a)                                                            (b)   

Figure 11. Vers un connectome humain   
(a) Connectivité corticale structurelle chez  l’individu adulte. 66 régions anatomiques subdivisées en 
998  régions  d’intérêts  ont  été  analysées,  au  repos,  par  imagerie  par  résonance  magnétique 
fonctionnelle (fMRI). Les nœuds de connectivité sont représentés en rouge et les voies de connexion 
sont  représentées  en  violet,  l’épaisseur  du  trait  étant  proportionnelle  au  poids  de  ces  dernières.  
(b)  Relation  entre  la  connectivité  structurelle  (à  gauche)  et  fonctionnelle  (à  droite)  des  réseaux 
cérébraux  obtenue  dans  un  régime  d’activité  spontané.  Cette  représentation  sphérique  du 
connectome  humain  entrevoit  l’existence  de  réseaux  locaux  et  indépendants  dispersés  (appelés 
« small‐world ») et interconnectés par un maillage de connexions plus étendues.   

D’après Sporns et Honney 2006, PNAS & Hagman et al. 2008, Plos Biol.  

 

6) Réseaux neuronaux et pathologies 

Comme nous venons de le voir, le cerveau est organisé anatomiquement et fonctionnellement 

en réseaux neuronaux hautement interconnectés, et selon différents niveaux hiérarchiques (des 

systèmes sensoriels vers les aires associatives en passant par les aires sensorielles primaires et 

secondaires). Par conséquent, la perception d’un stimulus et l’élaboration d’une réponse 

motrice et/ou cognitive nécessitent le fonctionnement coordonné dans le temps et dans 

l’espace (et souvent synchronisé) d’un certain nombre de neurones interconnectés (Férézou, 

2008). Il apparaît donc logique qu’une infime perturbation d’un élément du réseau, même à 

l’échelle subcellulaire (e.g. altération de la morphologie des épines dendritiques des neurones 

pyramidaux), puisse conduire à un dysfonctionnement plus large du fonctionnement cérébral 

et à l’émergence d’une physiopathologie (He et al., 2007). C’est par exemple le cas dans le 

retard mental (ou syndrome du «  X-fragile »), où de sévères altérations de la morphologie 

normale des épines dendritiques entraînent de graves troubles cognitifs (figure 12a et Purpura, 

1974). Une réduction drastique du nombre de ces épines est aussi observée dans le cortex 

préfrontal (en couche 3) des individus schizophrènes (figure 12b et  Garey et al., 1998 ; 

Kolluri et al., 2005) ainsi que dans des territoires sensoriels (e.g. cortex auditif, Sweet et al., 

2009). De façon très intéressante, une diminution de la synthèse de GABA par un type 
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d’interneurone spécifique (cellules en chandelier exprimant la parvalbumine) a aussi été 

observée chez l’individu schizophrène (figure 12c, Lewis et al., 2000 et pour revue : 

Gonzalez-Burgos et Lewis, 2008 ; Lewis et al., 2008). Ceci entraînerait une diminution de 

l’inhibition du segment initial de l’axone des neurones pyramidaux et altérerait leur 

fonctionnement cortical synchronisé en ondes gamma, nécessaire à de nombreux processus 

corticaux comme la mémoire de travail (Goldman-Rakic, 1995 ; Lewis et al., 2005). A une 

échelle plus large, une étude menée sur 200 individus schizophrènes (Bassett et al., 2008) a 

révélé une « déhiérarchisation » de la connectivité fonctionnelle des réseaux corticaux (voir le 

chapitre précédent et la figure 11 p.46) avec, en particulier, une diminution d’activité des 

noyaux de connectivité préfrontaux. Une perte, ou une diminution, des cellules en chandelier 

a aussi été mise en cause dans les attaques épileptiques (DeFelipe, 1999). De façon plus 

générale, l’inhibition corticale apparaît légèrement diminuée dans un modèle murin d’une 

forme juvénile d’épilepsie, obtenue par mutation (initialement caractérisée chez l’Homme) de 

la sous-unité gamma2 des récepteurs GABAA (Tan HO et al., 2007). Dans ce sens, une 

dérégulation des réseaux inhibiteurs interconnectés par des synapses chimiques ou électriques 

est au cœur de l’hypothèse GABAergique de l’épilepsie (pour revue : Cossart et al., 2005).  

Dans la maladie d’Alzheimer, la dégradation de réseaux neuronaux excitateurs par 

l’accumulation des dépôts amyloïdes pourrait être compensée par la régulation homéostatique 

de l’excitabilité de réseaux excitateurs « sains », interconnectés avec les réseaux de neurones 

altérés (Small, 2007). Ceci pourrait ainsi contribuer à des mécanismes de compensation 

fonctionnelle qui restaureraient une activité corticale normale. 

Des anomalies dans le nombre, l’espacement et la structure propre des colonnes corticales ont 

été reportées chez les individus souffrant du syndrome de Rett (Casanova et al., 2003) ou 

d’autisme (Casanova et al., 2002). Dans le même ordre d’idée, l’exposition prénatale à l’acide 

valproïque (connu pour ses effets tératogènes dans l’autisme) provoque une réduction de la 

connectivité entre les neurones pyramidaux de couche 5 (Rinaldi et al., 2007).  

Enfin, le niveau d’activité basale de certains réseaux neuronaux des centres émotionnels (e.g.  

dans le cortex cingulé antérieur) peut être anormalement élevé, ou anormalement bas, chez les 

individus dépressifs, comparé aux individus sains (Greicius et al., 2007 ; Cullen et al., 2009 et 

pour revue sur la « circuiterie » de la dépression : Price et Drevets, 2009). Ceci pourrait 

contribuer à expliquer la nature soutenue des manifestations psychiques (e.g. omniprésence de 

la culpabilité ou de tristesse) de cette pathologie sérotoninergique. 
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Figure 12. Différents niveaux d’altérations pathologiques des réseaux neuronaux   
(a) Morphologie des épines dendritiques du  cortex moteur d’individus  sain  (répartition homogène 
d’épines  ayant  des  cous  relativement  courts  et  des  têtes  rondes)  et  atteint  de  retard  mental 
(organisation anarchique, cous allongés et parfois  sans  têtes,  têtes disproportionnées). Marquages 
réalisés par la technique de Golgi. Adapté d’après Purpura 1974, Science.   
(b) Diminution drastique du nombre d’épine dendritique sur  les neurones du cortex préfrontal d’un 
individu schizophrène. Adapté d’après Lewis et González‐Burgos 2008, Neuropsychopharmaco.  
(c)  Illustration  de  l’hypothèse  GABAergique  de  la  schizophrénie.  Une  diminution  de  l’expression 
et/ou de  l’activité des  interneurones GABAergiques de type chandelier (bleu) entraîne une moindre 
inhibition du  segment  initial des  neurones pyramidaux  (vert)  et perturberait  leur  fonctionnement 
synchrone. Adapté d’après Lewis et al. 2008, Nature Rev Neurosci.  
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IIII..  LLee  ssyyssttèèmmee  sséérroottoonniinneerrggiiqquuee  

Parmi les neurotransmetteurs du système nerveux central, la sérotonine (5-Hydroxytryptamine 

ou 5-HT) joue un rôle majeur dans le développement cérébral et est certainement, chez 

l’adulte, le neuromodulateur dont les fonctionnements sont les plus complexes à élucider. 

Ceci n’est pas surprenant étant donné (i) le nombre et la diversité des ramifications 

sérotoninergiques en provenance des noyaux du raphé et ciblant quasiment toutes les régions 

cérébrales et (ii), les quatorze sous-types de récepteurs dédiés à l’action de la sérotonine dans 

le système nerveux central. Il apparaît d’emblée qu’il est impossible d’attribuer une seule et 

unique grande fonction à la sérotonine. L’objectif de cette partie n’est pas pour autant de 

décrire l’ensemble des fonctions sérotoninergiques dans le cerveau, tellement celles-ci sont 

vastes.  

La constitution, par la communauté scientifique, d’un large catalogue de souris invalidées 

pour les différents récepteurs à la sérotonine ainsi que pour son transporteur membranaire 

(pour revue Gingrich et al., 2003 ; et voir la Table 1 dans Gaspar et al., 2003 pour une liste 

des phénotypes développementaux et adultes, observés dans les différents lignées de souris 

invalidées pour les récepteurs 5-HT) souligne l’engouement actuel pour l’étude des divers 

rôles fonctionnels de la 5-HT. En lien avec les grandes pathologies associées à un 

dysfonctionnement du système sérotoninergique (dépression notamment), nombre de ces 

études s’intéressent au versant comportemental et émotionnel de la fonction sérotoninergique, 

que ce soit chez l’Homme ou le rongeur, sans pour autant déterminer les mécanismes sous-

jacents de modulation des processus corticaux (e.g. modulation des entrées sensorielles et des 

signaux de sortie moteurs). La littérature abondante sur les aspects comportementaux et 

psychopathologiques (pour revue : Jones et Blackburn, 2002 ; Hensler, 2006 ; Cools et al., 

2007) ne sera pas décrite en détail dans cette partie. Les diverses interrelations entre le 

transporteur -ou les récepteurs- 5-HT et les grandes pathologies sérotoninergiques seront 

toutefois mentionnées le cas échéant. En ligne avec mon travail de thèse, une description des 

rôles modulateurs de la sérotonine sur la transmission et la plasticité synaptique corticale sera 

réalisée.   
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1) Généralités 

 1.1) Métabolisme 

La sérotonine est synthétisée directement dans les neurones sérotoninergiques à partir 

du tryptophane (obtenu par apport alimentaire) par deux réactions enzymatiques 

successives. La tryptophane hydroxylase de type 2 (TPH2) hydroxyle, dans une première  

étape limitante, le L-tryptophane en 5-hydroxy-L-tryptophane (Walther et. al, 2003), qui est à 

son tour décarboxylé en sérotonine par la décarboxylase des acides aminés aromatiques. 

Après libération, la 5-HT est dégradée par la monoamine oxydase de type A (MAO-A) ou 

« recapturée » dans les terminaisons sérotoninergiques par les transporteurs 5-HT (SERT, voir 

le chapitre 2 p.56). Notons que moins de 10 % de la sérotonine de l’organisme est synthétisée 

dans le cerveau. Les autres 90 % correspondent à la 5-HT des plaquettes et des cellules 

entérochromaffines de l’intestin dans lequel la 5-HT intervient pour moduler la motricité 

intestinale (Erspamer et Asero, 1952 ; et pour revue générale : Berger et al., 2009). 

1.2) Organisation anatomique 

1.2.1) Noyaux du raphé  

Chez le rongeur, les neurones sérotoninergiques sont regroupés dans les noyaux du raphé 

(ligne médiane du rhombencéphale) où ils s’organisent en neuf groupes de cellules (B1-B9). 

Les groupes B1 à B5, présents dans la partie caudale du raphé, projettent vers le tronc cérébral 

et la moelle épinière ; alors que les neurones des groupes B6 à B9, en position rostrale 

(précisément localisés dans le raphé dorsal et le raphé médian), émettent des projections 

ascendantes vers le diencéphale et le télencéphale (figure 13a). Des connexions entres les 

noyaux dorsaux et médians, ainsi que des contacts synaptiques dendro-dendritiques locaux au 

sein du raphé dorsal, suggèrent les possibilités d’autorégulation de l’activité des neurones 

sérotoninergiques. Les noyaux du raphé reçoivent aussi des afférences modulatrices connexes 

de la substancia nigra et de l’aire tegmentale ventrale (dopamine), des noyaux vestibulaires 

supérieurs (acétylcholine) et du locus coeruleus (norépinephrine) (Taber et al., 1960 ; 

Dahlström et Fuxe, 1964 ; Azmitia et Segal, 1978 ; Descarries et al., 1982 ; Molliver, 1987 ; 

Tork, 1990 ; Jacobs et Azmitia, 1992 ; et pour revue sur les noyaux du raphé chez l’homme : 

Hornung, 2003).  
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Enfin, il convient de souligner que tous les neurones du raphé ne sont pas sérotoninergiques et 

qu’une petite fraction de neurones sérotoninergiques a été localisée en dehors des noyaux du 

raphé (e.g. noyaux dorsomédian de l’hypothalamus, Jacobs et Azmitia, 1992).  

 

Figure 13. Organisation anatomiques des voies sérotoninergiques ascendantes   
(a)  llustration des neuf noyaux  sérotoninergiques et de  leurs projections dans  le diencéphale et  le 
télencéphale de rongeur. Modifié d’après Murphy et Lesch 2008, Nat Rev Neurosci.   
(b) Représentation  schématique  des deux  types de  fibres  sérotoninergiques  (« D »,  noir  et  « M », 
bleu).  Les  varicosités  sont  schématisées  par  des  points  plus  épais. Modifié  d’après Hensler  2006, 
Neurosci Biobehav. 

 

1.2.2) Projections sérotoninergiques 

Bien que ne comptant qu’environ 20 000 neurones chez le rat (Jacobs et Azmitia, 1992), 

l’innervation sérotoninergique du néocortex est très importante avec une densité de fibres 

relativement homogène entre les différentes couches corticales chez l’adulte (Lidov et al., 

1980). Pendant le développement postnatal, les fibres sérotoninergiques montrent au contraire 

des profils de maturation hétérogènes et transitoires en fonction des couches corticales et de 

l’âge (Dori et al., 1996) (figure 14). A dix jours postnatal (P10), se forme par exemple un 

plexus très dense de fibres dans la couche 4 du cortex visuel, qui disparaît par la suite. 

L’innervation définitive apparaît après le servage (i.e. P21). Ce plexus de fibres, observé dans 

l’ensemble des cortex sensoriels, n’est pas retrouvé dans les autres régions du cerveau 

(D’Amato et al., 1987). En corrélation avec le rôle majeur de la couche 4 dans l’intégration 

des entrées thalamiques (voir le chapitre 1.3 p.24, dans la partie I de cette Introduction),  

 

(a)                                                      (b)
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cette dernière observation supporte fortement le rôle de la sérotonine corticale dans la mise en 

place des réseaux neuronaux sensoriels lors de la période critique (voir également le chapitre 

3 p.59). Plus généralement, l’ontogénie du système sérotoninergique − et  des autres systèmes 

neuromodulateurs (acétylcholine, noradrénaline, dopamine) − présente de  nombreux points 

communs mais aussi de subtiles particularités entre les différentes espèces de mammifères 

(pour revue : Gu, 2002). 

Les fibres sérotoninergiques sont caractérisées par de très longs axones extrêmement ramifiés 

et comportant de nombreuses varicosités. La morphologie de ces projections diffère en 

fonction de leur origine (Kosofsky et Molliver, 1987 ; Tork, 1990 ; Hornung et al., 1990 et 

pour revue Hensler, 2006). Les axones en provenance du raphé médian sont relativement 

épais et établissent des terminaisons en larges varicosités sphériques (fibres de type « M »), 

alors que les axones issus du raphé dorsal sont plus fins et comportent, tout du long, de 

nombreuses et fines varicosités fusiformes (fibre de type « D ») (figure 13b). L’étendue de ces 

ramifications permet au système sérotoninergique de cibler l’ensemble des neurones 

excitateurs et inhibiteurs présents dans les six couches corticales (Lidov et al., 1980 ; 

Papadopoulos et al., 1987a,b ; DeFelipe et al., 1991), avec une préférence pour des sous-types 

d’interneurones GABAergiques qui expriment certains marqueurs biochimiques, que ce soit 

chez le rongeur (Paspalas et Papadopoulos, 2001) ou chez l’Homme (Hornung, 2003). 

L’existence de deux systèmes de projections distincts ainsi que les propriétés 

électrophysiologiques spécifiques des différents noyaux du raphé (Kirby et al., 2003 ; Beck et 

al., 2004 ; Kocsis et al., 2006), permettent très probablement au système sérotoninergique 

d’assurer, simultanément ou alternativement, différentes modulations des processus corticaux 

(Puig et al., 2005).  

Enfin, une étude comparative récente a révélé une plus grande innervation sérotoninergique 

des couches corticales profondes (5 et 6) chez l’Homme et le macaque (comparé aux 

rongeurs), ceci exclusivement dans les aires cognitives (Raghanti et al., 2007). Ces 

différences anatomiques suggèrent le rôle prépondérant du système sérotoninergique dans 

l’émergence d’aptitudes cognitives complexes chez les hominidés. 
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Figure 14. Mise en place du système sérotoninergique dans le cortex visuel  
Marquage histochimique de la sérotonine (jaune) dans le cortex visuel de rat. Les stades indiquent le 
jour postnatal. Les numéros correspondent aux couches corticales pour les stades P7, P10 et P35 (SB, 
substance  blanche).  Pour  le  stade  P0 :  CP,  plancher  cortical ;  SP  :  sous‐plancher ;  IZ,  zone 
intermédiaire  (correspondant  à  la  future  substance  blanche).  Noter  le  changement  drastique  du 
« pattern »  de  fibre  en  couche  4  entre  les  stades  P7/P10  (plexus  de  fibre)  et  P35  (ramifications 
dispersées).  Les  images  ont  étés  obtenues  en microscopique  optique  avec  un  grossissement  x72 
(l’échelle est conservée entre  les différents stades). Adapté d’après Dori et al. 1996  , Experimental 
Neurology. 

 

1.3) Physiologie des noyaux du raphé 

1.3.1) Activité rythmique et rôle fonctionnel  

Les neurones sérotoninergiques du raphé présentent une activité rythmique lente durant 

l’éveil, qui peut être augmentée transitoirement lors de l’activation sensorielle. La fréquence 

de décharge est réduite à environ 1 Hz pendant le sommeil à ondes lentes et devient presque 

nulle lors du sommeil paradoxal. (McGinty et Harper, 1976 ; Jacobs et al., 1984 ; Levine et 

Jacobs, 1992a,b; Gervasoni et al. 2000). Néanmoins, ce schéma classique d’activité, jusqu’à 

présent généralisé au raphé dans son ensemble, ne semble pas être de mise lorsque l’on 

considère, plus finement, les différentes sous-populations de neurones au sein des divers 

noyaux du raphé, voir même au sein d’un même noyau (Urbain et al., 2006). 

1

2/3

4

5

6

SB

P7P0 P35P10Stade



 

IN
TR

O
D

U
C

TI
O

N
 

54 
 

Une étude récente a montré qu’une majorité des neurones du raphé dorsal s’active, de façon 

transitoire, en réponse aux différents événements comportementaux requis pour effectuer une 

tâche d’orientation spatiale associée à un stimulus odorant (Ranade et Mainen, 2009). 

L’activation des neurones du raphé a, ici, été corrélée à des événements de nature sensorielle 

(reconnaissance de l’odeur), motrice (déplacement), et de récompense de la tâche effectuée. 

Ce résultat remarquable, obtenu chez l’animal éveillé, est un argument de poids pour un rôle 

majeur du système sérotoninergique dans le codage, à large échelle, de l’information  

sensorielle. De la même façon, la stimulation des neurones du raphé dorsal in vivo, diminue 

les réponses évoquées par une large gamme d’odeurs dans les neurones olfactifs des différents 

glomérules (Petzold et al., 2009). Enfin, les nombreuses pathologies associées au système 

sérotoninergique pourraient également trouver leur origine dans la diversité fonctionnelle des 

différents noyaux du raphé (Lowry et al., 2008).  

1.3.2) Mécanismes de régulation  

Outre les influences modulatrices des autres systèmes neuromodulateurs (Jacobs et Azmitia, 

1992 ; Bortolozzi et Artigas, 2003 ; Di Giovanni et al., 2008), des mécanismes de régulations 

extrinsèques de l’activité des noyaux du raphé dorso-médian ont été reportés (Aghajanian, 

1978 ; Celada et al., 2001 ; Varga et al., 2001 ; Bortolozzi et al., 2003 ; Amargós-Bosch et al., 

2004 et pour revue Sharp et al, 2007). Ceux-ci impliquent principalement l’activation 

d’autorécepteurs inhibiteurs 5-HT1A (exprimés sur le soma et les dendrites des neurones 5-HT 

et de type hyperpolarisant) par des collatérales des axones sérotoninergiques, et probablement 

l’activation d’autorécepteurs 5-HT1B ou 5-HT5A (Raymond et al., 2001 ; voir le chapitre 4 

p.62 pour la description des récepteurs sérotoninergiques). Les collatérales sérotoninergiques 

peuvent également activer des récepteurs 5-HT1A inhibiteurs ou 5-HT2A/2C excitateurs 

exprimés sur les interneurones GABAergiques du raphé, ce qui réduit ou renforce le frein 

inhibiteur de ces derniers sur les neurones sérotoninergiques, réciproquement (Bagdy et al., 

2000 ; Liu et al., 2000). Par ailleurs, les projections glutamatergiques descendantes, entre les 

neurones pyramidaux de couche 5 du cortex et les noyaux du raphé, sont à l’origine d’une 

boucle de rétrocontrôle qui peut être excitatrice (activation des récepteurs AMPA/Kaïnate des 

neurones 5-HT, Martín-Ruiz et al., 2001) ou inhibitrice (activation des interneurones 

GABAergiques du raphé, Varga et al., 2001). Dans les deux cas, la modulation de 

l’excitabilité des neurones pyramidaux corticaux de sortie par l’activation des différents sous-

types de récepteurs sérotoninergiques, apparaît comme une possibilité intéressante de 

régulation de l’activité rythmique du raphé (Amargós-Bosch et al., 2004).  
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De façon similaire, les récepteurs 5-HT4 du cortex préfrontal semblent impliqués dans une 

boucle de rétrocontrôle positif, leur activation (au niveau cortical) entrainant une 

augmentation de l’activité rythmique des neurones du raphé (Lucas G et al., 2005). De plus, 

l’élimination du récepteur 5-HT4 chez la souris provoque une diminution de l’activité des 

neurones du raphé, ainsi qu’une augmentation de l’expression du transporteur 

sérotoninergique membranaire (voir le chapitre 2 p.56) et une diminution de la densité des 

autorécepteurs 5-HT1A dans le raphé (Conductier et al., 2006). L’ensemble de ces 

observations révèle la complexité des interrelations fonctionnelles entre les différents 

récepteurs sérotoninergiques et l’activité des noyaux du raphé. 

In fine, ces différents mécanismes de régulation tendent à inhiber ou favoriser l’activité des 

neurones sérotoninergiques et à provoquer une diminution ou une augmentation de la 

libération de 5-HT corticale (Amargós-Bosch et al., 2004). 

  1.3.3) La « transmission » sérotoninergique 

La plupart des varicosités sérotoninergiques ne sont pas associées à une densité 

postynaptique. Le nombre de varicosités formant des synapses « jonctionelles » chez le rat est 

ainsi estimé à moins de 30 % dans le cortex moteur primaire, et à moins de 50 % dans le 

cortex somatosensoriel (Descarries et Mechawar, 2000). Ce taux est également inférieur à 30 

% dans le cortex visuel de rat (Dori et al., 1996). De plus, les récepteurs sérotoninergiques 

postsynaptiques ne semblent pas être directement juxtaposés aux sites de libération (Jansson 

et al., 2001). La transmission sérotoninergique dans le cortex est majoritairement de type 

volumétrique (ou paracrine), ce qui permet de considérer la 5-HT comme un neuromodulateur 

à part entière, pouvant diffuser dans l’espace intercellulaire et agir sur des sites relativement 

distants des terminaisons sérotoninergiques (Descarries et al., 1975 ; Beaudet et Descarries, 

1976 ; Bunin et Wightman, 1998, 1999). Dans les cas des synapses « jonctionelles » du cortex 

visuel, les terminaisons s’établissent majoritairement sur les dendrites et les épines 

dendritiques des neurones (de Lima et al., 1988), bien que des contacts somatiques aient 

également été répertoriés (Takeuchi et Sano, 1984). 
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2) Le transporteur membranaire de sérotonine 

2.1. Caractéristiques anatomo-fonctionnelles 

  Le transporteur membranaire de sérotonine (SERT, figures 15 et 16) joue un rôle 

crucial dans le contrôle de la concentration extracellulaire de 5-HT et, de part la nature de la 

transmission sérotoninergique (voir le paragraphe précédent), dans l’action modulatrice de la 

sérotonine sur ses différentes cibles corticales (Bakely et al., 1994 ; Fabre et al., 2000). Sa 

délétion (souris invalidées) provoque une augmentation de la concentration de 5-HT 

extracellulaire d’un facteur six (Murphy et al., 1999). Le SERT appartient à la famille des 

transporteurs aux monoamines (comptant également les transporteurs de dopamine et 

noradrénaline). Bien que son fonctionnement ne soit pas complètement élucidé au niveau 

structurel, il assure la recapture, à haute affinité, de la sérotonine depuis l’espace 

« synaptique » vers les terminaisons présynaptiques, via un symport dépendant des ions 

sodiques et chlorures (figure 15, et pour revue, Torres et al., 2003).  

Figure 15. Fonctionnement du transporteur sérotoninergique « SERT »   
Gauche :  la  fixation  d’ions Na+  (rouge)  et  Cl‐  (orange)  au  niveau  de  la  « face  synatique »  du  SERT 
(barres  vertes)  provoque  une modification  conformation  du  transporteur  (centre)  qui  permet  le 
passage  des molécules  de  5‐HT  (pièce  bleue)  vers  le  cytoplasme  de  l’élément  présynaptique.  La 
sortie d’ion K+ (bleu) est associée au « repositionnement » du transporteur (droite). Adapté d’après 
la banque d’image CNSforum :   http://www.cnsforum.com/educationalresources/imagebank/  

 

Notons toutefois que le SERT peut également transporter la dopamine. Le SERT est 

fortement exprimé au niveau du corps cellulaire des neurones 5-HT du raphé (pour revue, 

Hoffman et al., 1998) ainsi que dans les terminaisons sérotoninergiques du néocortex de rat 

(Qian et al., 1995 ; Sur et al., 1996) où il est localisé au niveau de la membrane plasmique des 

axones (Tao-Cheng et Zhou, 1999). Comme cela a été décrit précédemment, la plupart des 

varicosités exprimant le SERT n’est pas associée à une densité postsynaptique (définie par 

l’expression de protéines spécifiques comme la PSD-95, Tau-Cheng et Zhou, 1999), 
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renforçant ainsi le dogme de transmission volumétrique pour ce neuromodulateur. Par 

ailleurs, la Protéine de la Densité Postsynaptique de 95 kDa (PSD-95) est essentielle à 

l’expression dendritique de certains récepteurs sérotoninergiques (Abbas et al., 2009). Dans 

les cas des terminaisons synaptiques « jonctionnelles », le SERT est localisé en position extra-

synaptique, ce qui permet, encore une fois, une large diffusion de la sérotonine libérée (Zhou 

et al., 1998).   

2.2. Aspects génétiques, polymorphisme fonctionnel et physiopathologie 

Sur le plan génétique, le gène Slc6a4 (codant la protéine SERT, chromosome 17) est 

fortement conservé chez les vertébrés (environ 90 % d’homologie avec l’Homme), de façon 

moins marquée chez les non-vertébrés (e.g. Dosophile, C. elegans : respectivement 51 et 

43 % d’homologie) et étonnement conservé chez les procaryotes (21 %, Androutsellis-

Theotokis et al., 2003). Son promoteur présente, chez l’Homme et les primates supérieurs 

uniquement, un polymorphisme de longueur tout à fait remarquable (appelé « 5-HTTLPR » ; 

voir la figure 15 et pour revue, Murphy et al, 2004, Canli et Lesch, 2007 ; Murphy et Lesch, 

2008). Il existe en effet des formes plus ou moins longues du promoteur (« S », « L », « XL » 

ou « XXL », contenant chacune un nombre donné d’éléments répétés d’une vingtaine de 

paires de bases) qui affectent directement le niveau d’expression du transporteur, l’activité de 

recapture, le taux de recapture de sérotonine et par conséquent le niveau de 5-HT 

extracellulaire (Lesch et Mössner, 2006). Bien qu’il soit difficile d’associer une forme 

allèlique donnée à une pathologie particulière, ce polymorphisme (i.e. différentiel 

d’expression du SERT par rapport aux individus sains) est souvent en relation avec des 

troubles neuropsychiatriques tels la dépression, l’anxiété, l’autisme, les déficits d’attention, 

l’anorexie nerveuse, le syndrôme de Tourette (pour revue, Murphy et al, 2004 ; Canli et 

Lesch, 2007 ), les maladies d’Alzheimer et de Parkinson (Mössner et al., 2000), ou encore 

l’alcoolisme (Gorwood 2000 ; Gorwood et al., 2004). Ce polymorphisme conduit également à 

des troubles cognitifs d’ordres sociaux (pour revue : Canli et Lesch, 2007) et à des variations 

dans la structure cérébrale, avec notamment une diminution du volume cortical chez les 

individus possédant deux allèles de la forme courte du promoteur (Pezawas et al., 2005 ; 

Young et al., 2007). 
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Figure 16. Polymorphisme fonctionnel associé au transporteur SERT  
Représentation du gène SLC6A4 (haut) codant pour la protéine SERT (rouge) localisée au niveau des 
terminaisons sérotoninergiques. Le polymorphisme de longueur du promoteur du transporteur 5‐HT 
(5‐HTTLPR)  est  aussi  schématisé.  Comparé  à  la  version  courte  du  promoteur  (S,  bleu  foncé),  la 
version  longue  (L, rouge) permet un niveau de  transcription du gène SLC6A4  (et donc de protéine) 
plus élevé, aboutissant ainsi à un taux final de protéine plus important.  

Modifié d’après Canli et Lesch 2007, Nature Neurosci. 

     

De façon plus générale, les nombreuses expériences de mutations du gène Slc6a4 réalisées 

chez la souris ont révélé plus d’une cinquantaine de phénotypes biochimiques, anatomiques 

(e.g. augmentation de la densité des épines dendritiques des neurones pyramidaux de 

l’amygdale), pharmacologiques, physiologiques ou comportementaux (pour revue, Murphy et 

Lesch, 2008). Les souris invalidées pour le gène Slc6a4 (hétérozygotes ou homozygotes) 

montrent, par exemple, des déficits de formation des cartes corticales sensorielles (e.g. cortex 

en tonneaux, Persico et al., 2001 ; Salichon et al., 2001 ; voir aussi la figure 17a p.61) qui 

peuvent se traduire par des altérations fonctionnelles, notamment lors des réponses corticales 

à la stimulation des vibrisses (Esaki et al., 2005). La densité de neurones et l’épaisseur des 

couches corticales sont aussi modifiées chez ces souris, bien que ces phénotypes dépendent du 

fond génétique (Altamura et al., 2007).  
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Malgré la mise en évidence de ces nombreux phénotypes, associés à une réduction ou à une 

annulation de la fonction SERT, le rôle de ce transporteur dans les processus corticaux (e.g. 

intégration synaptique) du rongeur est peu connu.   

2.3. Une cible thérapeutique multiple 

A la vue du chapitre précédent, il n’est pas étonnant que le transporteur SERT soit une 

cible privilégiée de nombreux traitements cliniques. Le plus répandu est le traitement de la 

dépression avec l’utilisation d’Inhibiteurs Sélectifs de la Recapture de Sérotonine (SSRIs), qui 

visent à augmenter la concentration extracellulaire de 5-HT (Lesch et Gutknecht, 2005). Des 

antagonistes du SERT sont généralement utilisés dans le traitement des troubles obsessionnels 

compulsifs, de l’anxiété ou encore de la migraine et de l’alcoolisme (pour revue : Jones et 

Blackburn, 2002 ; Murphy et al., 2004). Paradoxalement, l’augmentation d’expression du 

SERT chez la souris (par manipulation génétique) entraîne une réduction du niveau d’anxiété 

qui est associée à une diminution de la libération de 5-HT dans les différentes régions du 

cerveau (Jennings et al., 2006). Enfin, différentes molécules psychotropes tels le MDMA 

(ecstasy), les dérivés d’amphétamines et la cocaïne sont connues pour leur action inhibitrice 

sur le SERT.  

L’utilisation des SSRIs pour le traitement de la dépression, ses limites et ses alternatives 

seront discutées à la fin de cette partie sur le système sérotoninergique (voir le chapitre 7 

p.76 : « Sérotonine et dépression »).  

3) Sérotonine et développement des systèmes sensoriels 

Les neurones sérotoninergiques sont parmi les premiers à être formés pendant le 

développement des mammifères, et apparaissent avant l’établissement des synapses 

excitatrices glutamatergiques (Gaspar et al., 2003). L’inhibition pharmacologique transitoire 

du SERT pendant les trois premières semaines postnatales chez le rongeur sauvage, a des 

conséquences marquées sur son comportement émotionnel (stress, anxiété) à l’âge adulte 

(Ansorge et al., 2004). L’élimination des neurones sérotoninergiques par manipulation 

génétique entraîne de graves troubles respiratoires néonataux (sous ventilation, apnée) chez la 

souris, qui se réduisent avec l’âge pour disparaitre chez l’adulte (Hodges et al., 2009). Ces 

deux exemples suggèrent l’importance de l’homéostasie sérotoninergique dans le 

développement cérébral et dans la mise en place de structures clés pour le fonctionnement des 
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processus vitaux et émotionnels (pour revue : Whitaker-Azmitia, 2001 ; Gaspar et al., 2003 ; 

Nakamura et Hasegawa, 2007).  

Le rôle de la 5-HT dans le développement de l’architecture des systèmes sensoriels est tout 

autant essentiel. L’invalidation de la MAO-A chez la souris a des effets importants lors de la 

période postnatale mais est compensée, chez l’adulte, par l’activité de la MAO-B. 

L’accumulation de 5-HT chez ces souris (augmentation d’un facteur neuf pendant la première 

semaine postnatale, Cases et al., 1995) se traduit par des anomalies de formation des cartes de 

projections des vibrisses dans le cortex somatosensoriel (absence de la morphologie « en 

tonneaux », caractéristique de la couche 4, figure 17a) (Cases et al., 1996) et de la ségrégation 

des projections thalamiques associées à ces dernières (Rebsam et al., 2002). Des observations 

similaires (réduction des tonneaux en couche 4) ont été faites après la déplétion 

pharmacologique néonatale du système sérotoninergique (Bennett-Clarke et al., 1994). Une 

telle déplétion provoque également une modification permanente de la morphologie 

dendritique de certains interneurones GABAergiques corticaux (Durig et Hornung, 2000) et 

une diminution de l’arborisation dendritique des neurones pyramidaux de couche 5 (Vitalis et 

al., 2007, déplétion embryonnaire dans ce cas).  

Dans le système visuel, la ségrégation des axones de la rétine vers des domaines distincts (et 

œil-spécifique) du corps genouillé latéral (thalamus) est altérée chez les souris invalidées pour 

le MAO-A (Upton et al., 1999) ou pour le SERT (Salichon et al., 2001 ; Persico et al., 2001 ; 

et pour revue : Luo et al., 2003) (figure 17b). L’injection chronique d’une neurotoxine 

sérotoninergique (5,7-dihydroxytryptamine, destruction local des fibres) dans le cortex visuel 

de chat, annule la plasticité des colonnes de dominance oculaire classiquement observée après 

la déprivation monoculaire (Gu et Singer, 1995 ; pour la déprivation monoculaire, voir le 

chapitre 1.4 p.29, dans la partie I de cette Introduction). Cette forme de plasticité est 

également réduite suite à l’injection d’antagonistes non sélectifs des récepteurs 

sérotoninergiques (Wang et al., 1997). Pendant la période critique de plasticité corticale 

(premières semaines postnatales chez le rat), le nombre total de synapses du cortex visuel est 

diminué de 30 à 50 % après la déplétion pharmacologique du système sérotoninergique 

(Matsukawa et al., 2003). Ceci suggère un rôle majeur de la sérotonine dans les processus de 

surproduction et d’élimination synaptique chez le nouveau né (Rakic et al., 1986, De Felipe et 

al., 1997) et par conséquent, dans la formation des colonnes corticales (Riddle et al., 1992).  
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Organisation typique
“en tonneaux”

(a) (b)

Figure 17. Sérotonine et  développement des structures sensorielles     
(a)  L’inactivation  de  l’enzyme  de  dégradation  de  la  sérotonine  (MAO‐A)  provoque  la  perte  du 
« pattern »  d’organisation  « en  tonneaux »  des  terminaisons  thalamiques  (rouge),  normalement 
observé dans le cortex somatosensoriel primaire (S1) de souris sauvage.   
(b) Dans  le  corps  genouillé  latéral  (bleu) de  souris  sauvages,  les projections  rétinothalamiques en 
provenance  des  rétines  ipsi‐  (rouge)  et  contralatérale  (vert)  sont  localisées  dans  des  territoires 
anatomiquement distincts. Cette ségrégation spécifique est perdue chez les souris invalidées pour la 
MAO‐A, ou le transporteur de sérotonine (SERT).  

Modifié d’après Gaspar et al. 2003, Nat Rev Neurosci. 

 

Bien que ce paragraphe soit centré sur la sérotonine et son transporteur membranaire, le rôle 

développemental déterminant de la sérotonine s’appuie, dans la majorité des cas, sur 

l’activation de récepteurs 5-HT spécifiques dans les tissus cibles (les deux exemples illustrés 

dans la figure 17 sont, par exemple, liés à une sur-activation du récepteur 5-HT1B chez les 

souris invalidées MAO-A ou SERT ; pour revue : Gaspar et al., 2003). L’activité du récepteur 

5-HT1A pendant le développement embryonnaire et postnatal de la souris, est essentiel à 

l’établissement d’un comportement d’exploration normal chez l’adulte (Gross et al., 2002). 

De façon surprenante, l’amplitude des courants ioniques enregistrés suite à l’activation de ce 

même récepteur (dans les neurones pyramidaux des couches 2/3 du cortex préfrontal) est 

fortement augmentée lors d’un stress postnatal, alors qu’elle est fortement réduite par le stress 

chez l’animal adulte (Goodfellow et al., 2009).  
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Ainsi, la « pléiotropie » des effets développementaux (et non-développementaux : 

physiologiques, comportementaux et pathophysiologiques, voir ci-après et la figure 20 p.75) 

de la sérotonine, semble s’établir grâce à la diversité, tout à fait singulière, des récepteurs 

sérotoninergiques (Hoyer et al., 2002). 

4) La superfamille des récepteurs sérotoninergiques 

4.1) Classification 

Entre deux classifications majeures (Bradley et al., 1986 ; Barnes et Sharp, 1999), et 

dix années de recherche supplémentaires, la famille des récepteurs sérotoninergiques s’est 

agrandie d’une dizaine de récepteurs. Avec quatorze sous-types décrits dans le système 

nerveux des mammifères (quinze en prenant en compte les deux sous-unités controversées du 

récepteur 5-HT3 : 3A et 3B ; voir : Fletcher et Barnes, 1998 ;  van Hooft et Yakel, 2003 ; 

Doucet al., 2007), le système sérotoninergique dispose d’une véritable « superfamille » de 

récepteurs ; chacun possédant ses propres propriétés structurelles, pharmacologiques 

(différences d’affinité pour la sérotonine endogène) et fonctionnelles. 

Seul le récepteur 5-HT3 est de type ionotropique (conductance cationique Na+/K+ 

dépolarisante), les autres sous-types étant de type métabotropique et appartenant tous à la 

famille des récepteurs couplés aux protéines G, à sept domaines transmembranaires (Figure 

18). Ces derniers peuvent être classés en quatre groupes, selon la nature de leur couplage et 

leur principal second messager intracellulaire : les récepteurs couplés (i) à Gi/0 (1A, 1B, 1D et 

probablement 1E et 1F) qui inhibent la synthèse d’AMP cyclique et qui sont 

hyperpolarisants ; (ii) à Gq (2A, 2B et 2C, globalement excitateurs) qui stimulent l’activité de 

la phospholipase C (production d’inositol-triphosphate et de diacylglycerol) ; (iii) à GS (4, 6 et 

7, globalement excitateurs) qui stimulent la synthèse d’AMP cyclique ; et (iv) un quatrième 

groupe (5A et 5B) semblable au précédent (GS), dont la voie de signalisation n’est pas 

clairement définie (pour revue : Hoyer et al., 2002 ; Bockaert et al., 2006). 

Les principaux effets électrophysiologiques associés à l’activation de ces récepteurs 5-HT 

corticaux seront décrits dans  le chapitre 5).  
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?

Figure 18. Récepteurs 5‐HT métabotropiques et signalisation intracellulaire  
A  gauche,  représentation  générale  de  la  structure  des  récepteurs  métabotropiques 
sérotoninergiques et de leur sept passages transmembranaires.   
A  droite,  illustration  des  effets  intracellulaires multiples  pouvant  être  associés  à  l’activation  du 

récepteur  5‐HT1A.  La  sous  unité α  de  la  protéine G  liée  au  récepteur  provoque  une  inhibition  de 
l’adénylyl  cyclase et de  la production d’AMP  cyclique.  Les  sous‐unités βγ entraînent quant  à elles 
l’activation  de  canaux  K+  postsynaptiques,  et  la  fermeture  de  canaux  Ca2+.  Ces  effets  ont  été 
largement caractérisés au niveau neuronal et conduisent à une hyperpolarisation des cellules. Des 
effets modulateurs sur  la concentration de calcium  intracellulaire ont également été observés dans 
certains systèmes. Enfin, l’AMPc peut moduler indirectement le fonctionnement des canaux Ca2+ via 
la PKA. 

 

4.2) Plusieurs niveaux de diversité  

Malgré la description des voies sérotoninergiques associées aux récepteurs 

métabotropiques et la classification en quatre groupes distincts, il est quasi impossible lier la 

fonction d’un récepteur 5-HT métabotropique à un effet intracellulaire unique et à un seul 

type de modulation. Un même récepteur peut, par exemple, activer différentes cascades de 

signalisation et moduler l’excitabilité neuronale de plusieurs façons (figure 18, signalisation 

du récepteur 5-HT1A). De plus, il n’est pas évident que tous les effets intracellulaires associés 

à un récepteur, initialement décrits dans des systèmes cellulaires in vitro, soient présents dans 

les tissus corticaux (Barnes et Sharp, 1999). Un même sous-type de récepteur peut aussi 

recruter différentes protéines G (e.g. le récepteur 5-HT2C semble activer Gi/0 en plus de Gq) ou 

bien être couplé à différentes sous-unités d’une même protéine G en fonction des tissus où il 

s’exprime (Mannoury la Cour, et al., 2006 et pour revue : Millan et al., 2008). Un sous-type 

donné peut encore avoir des propriétés spécifiques au tissu où il s’exprime, comme c’est par 

exemple le cas avec la désensibilisation (en réponse à une augmentation de la concentration 

extracellulaire de 5-HT) des récepteurs 5-HT1A entre le raphé et l’hippocampe (Laaris et al., 

1999 ; Le Poul et al., 2000). 
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De façon surprenante, enfin, les récepteurs 5-HT métabotropiques peuvent recruter des voies 

de signalisations indépendantes des protéine G avec lesquelles ils sont couplés (c’est par 

exemple le cas du récepteur 5-HT4, Barthet et al., 2009).  

A travers ses nombreux récepteurs, la sérotonine peut donc recruter une très large gamme de 

voies de signalisation intracellulaires dans les différentes régions du système nerveux central 

et activer autant d’effecteurs secondaires à large spectre d’action : kinases (PKA, PKC, ERK, 

MAP kinases, Akt), protéines liant le Ca2+ ou canaux ioniques (pour revue : Raymond et al., 

2001 ; Bockaert et al., 2006). L’activation simultanée de différents récepteurs 5-HT peut alors 

conduire à de nombreuses combinatoires de signalisation (figure 19), et provoquer des effets 

intracellulaires complexes (Millan, et al., 2008). 

Par ailleurs, la diversité de cette « superfamille » est exacerbée d’une part, par des 

modifications post-génomiques (épissage alternatif, édition des ARN messagers, pour revue : 

Bockaert et al., 2006) qui confèrent différentes propriétés de signalisation (Pindon et al., 

2002) ou de spécificité pharmacologique (Vickery RG et al., 2007), et d’autre part par la 

présence de nombreuses protéines intracellulaires, connues pour interagir et moduler le 

fonctionnement des récepteurs couplés aux protéines G (pour revue : Bockaert et al., 2004). 

L’importance fonctionnelle de ces niveaux de diversité est suggérée par des travaux réalisés 

sur le récepteur 5-HT4, qui ont révélé une interaction spécifique entre des variants d’épissage 

minoritaires (5-HT4(a) et 5-HT4(a)) et certaines protéines intracellulaires impliquées dans 

l’adressage et le trafic cellulaire (Joubert et al., 2004). Dans le même ordre d’idée, 

l’interaction du récepteur 5-HT2A avec la protéine β-arrestin-2 est à l’origine d’une 

« sélectivité fonctionnelle », particulière à ce récepteur  (Abbas et Roth, 2008). En effet, 

contrairement à l’activation du récepteur 5-HT2A par la 5-HT endogène, son activation par un 

agoniste de synthèse (le DOI, qui est par ailleurs utilisée dans le traitement de la 

Schizophrénie) provoque des hallucinations. Ceci s’explique par l’existence de deux cascades 

intracellulaires différentes, l’une dépendante de la β-arrestin-2 et l’autre indépendante, qui 

peuvent être sélectivement recrutées par l’une ou l’autre des molécules activatrices (Schmid et 

al., 2008). Une autre étude récente a enfin démontré que l’activation du récepteur 5-HT2A  par 

deux drogues hallucinogènes différentes (LSD et lisuride) conduit au recrutement de deux 

voies de signalisation distinctes (González-Maeso et al., 2007). 
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5‐HT

Récepteur

Effecteur

Con‐divergence Bi‐parallelisme Bi‐convergence Rétrocontrôles bouclés

+

Les différentes localisations subcellulaires (axone, soma, dendrites…) ou cellulaires 

(neurones pyramidaux, interneurones GABAergiques…), et la ségrégation (aires cérébrales, 

couches corticales) des différents sous-types de récepteurs 5-HT (voir le chapitre ci-après 

ainsi que la partie Résultats ; pour revue, Bockaert et al., 2006) sont encore des facteurs qui 

vont renforcer la diversité des effets de la sérotonine.  

Figure 19. Architecture des signalisations sérotoninergiques   
Représentation  schématique et  simplifiée des  interactions  (ou « crosstalk ») moléculaires possibles 
entres  les récepteurs sérotoninergiques et  leurs différents effecteurs. Chaque « motif » correspond 
ici à une unité  fonctionnelle. Le  fonctionnement de ces différentes unités peut alors aboutir à une  
dynamique  de  signaux  intracellulaires  très  complexe.  Par  exemple,  dans  le  motif  de  « con‐
divergence », les récepteurs 5‐HT4 et 5‐HT7 peuvent tous deux stimuler la production d’AMP cyclique 
(= synergie), alors que  l’association du même  récepteur 5‐HT7 avec  le  récepteur 5‐HT1A  (qui  inhibe 
l’adénylyle  cyclase)  conduira  à  des  effets  antagonistes.  La  fonctionnalité  de  ces  « réseaux  de 
signalisation » peut être  considérée, à une  tout autre échelle et à  l’image des  réseaux neuronaux 
corticaux, comme une possibilité d’intégrer l’information et de fournir des signaux de sortie adaptés, 
tout en gardant une efficacité intrinsèque propre. 

Adapté d’après Millan et al. 2008, Trends Pharmacol Sci. 

 

L’ensemble de ces informations illustre bien la difficulté à prédire le rôle modulateur d’un 

récepteur sérotoninergique à l’échelle d’une population neuronale, et d’en extraire des 

principes généralisables à l’ensembe des régions cérébrales.  

Dans le cadre de ma thèse, la description de la distribution des différents sous-types de 

récepteurs 5-HT dans le cortex, et le décryptage des fonctions modulatrices associées à 

chacun d’entre eux, apparaissent comme deux pré-requis indispensables à la compréhension 

du rôle modulateur de la sérotonine dans les réseaux neuronaux corticaux. Ces deux points 

essentiels vont maintenant être traités, avant d’aborder, brièvement, la diversité des rôles 

physiologiques et pathophysiologiques des récepteurs sérotoninergiques. 
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 4.3) Distribution des récepteurs sérotoninergiques 

Par volonté de concision et en rapport avec mon travail de thèse, ce paragraphe sera centré 

sur les connaissances acquises au niveau cortical et pour certains récepteurs. La distribution 

des récepteurs 5-HT dans les autres régions cérébrales ou dans le système nerveux 

périphérique ne sera pas décrite.   

4.3.1) Récepteurs 5-HT1A 

Bien que la plus forte densité de récepteur 5-HT1A soit observée dans les aires limbiques et le 

raphé (Lanfumey et Hamon, 2000), les aires corticales et le cortex visuel, en particulier, 

expriment une quantité importante de ce sous-type (Palchaudhuri et Flügge, 2005). Des 

autorécepteurs 5-HT1A sont localisés sur le soma et les dendrites des neurones du raphé ainsi 

que sur leurs terminaisons axonales corticales (Sotelo et al., 1990 ; Kia et al., 1996 ; Riad et 

al., 2000 ; voir aussi, précédemment, le chapitre 1.3.2 p.54 sur la régulation de l’activité des 

noyaux du raphé), où ils inhibent la libération de 5-HT. Au niveau postsynaptique, ils sont 

fortement exprimés sur les neurones glutamatergiques des différentes couches corticales 

(excepté en couche 1) et tout particulièrement sur le soma, et le segment initial de l’axone, des 

neurones pyramidaux de couche 5 (Czyrak et al., 2003 ; Cruz et al., 2004 ; Santana et al., 

2004). Cette dernière observation suggère leur rôle dans le contrôle des signaux de sortie 

corticaux (Czyrak et al., 2003). Leur expression dans les interneurones GABAergiques 

semble être moins marquée (environ 25 % contre 60 % sur les neurones pyramidaux du cortex 

préfrontal, Santana et al., 2004 − expériences d’hybridation in situ), même si on les retrouve 

sur des populations d’interneurones GABAergiques ciblant les dendrites des neurones 

pyramidaux (Aznar et al., 2003). Enfin, le récepteur 5-HT1A peut être exprimé au niveau 

dendritique (Patel et Zhou, 2005 ; Carrel et al., 2008), mais ceci reste à confirmer pour les 

cortex sensoriels. 

4.3.2) Récepteurs 5-HT2A  

Le récepteur 5-HT2A est fortement exprimé sur les neurones pyramidaux des couches 2 à 5 du 

cortex (plus de 50 % d’expression) et en moindre proportion en couche 6 (30 % environ) 

(Santana et al., 2004). Sa localisation est remarquablement dense au niveau de la dendrite 

apicale des neurones pyramidaux de couche 5 (que ce soit au niveau proximal ou au niveau 

distal) et dense au niveau somatique (Jakab et Goldman-Rakic, 1998 ; Xu et Pandey, 2000 ; 

Jansson et al., 2001 ; Bockaert et al., 2006 ; Basura et al., 2008).  
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Des évidences fonctionnelles récentes ont suggéré que ce récepteur est fortement exprimé 

dans une sous-population de neurones pyramidaux localisée dans les couches corticales 

profondes (5-6) et dont les axones projettent sur les neurones pyramidaux de couche 5 

(Beique et al., 2007). Au niveau de leur localisation fine, une densité importante de récepteur 

a été observée dans les épines dendritiques des neurones pyramidaux du cortex de rat (Miner 

et al., 2003), bien qu’une telle localisation n’aie pas été observée dans une étude précédente 

(Cornea-Hebert et al., 1999). Ce récepteur est également accumulé dans le compartiment 

intracellulaire des dendrites (Cornea-Hebert et al., 2002) où il pourrait servir de réserve en 

vue de son adressage membranaire (Xia Z et al., 2003). Enfin, son expression présynaptique, 

sur les terminaisons glutamatergiques corticales reste un sujet débattu (Bockaert et al., 2006). 

Par ailleurs, le récepteur 5-HT2A semble spécifiquement exprimé sur des interneurones 

GABAergiques exprimant la parvalbumine mais pas la calbindine (Jakab and Goldman-Rakic 

2000 ; de Almeida and Mengod 2007), deux marqueurs biochimiques qui permettent 

d’exclure, en partie, l’expression du récepteur 5-HT2A sur les interneurones bipolaires et à 

double bouquet des couches corticales supérieures (Markram et al., 2004). De façon plus 

générale, environ 25 % des neurones GABAergiques corticaux (seulement 10 % en couche 6) 

semblent exprimer ce récepteur (Santana et al., 2004). 

Enfin, environ 80 % des neurones pyramidaux corticaux coexpriment les récepteurs 5-HT1A et 

5-HT2A (Amargós-Bosch et al., 2004). Cette interaction est fonctionnellement très intéressante 

dans la mesure où, l’activation du récepteur 5-HT2A peut contrecarrer l’inhibition des courants 

NMDA, normalement provoquée par l’activation du récepteur 5-HT1A (Yuen et al., 2008). Par 

ailleurs, la coexpression 5-HT1A/5-HT2A permet une modulation bidirectionnelle de l’activité 

d’un même neurone pyramidal (excitation via le 5-HT2A et inhibition via le 5-HT1A), l’un ou 

l’autre de ces effets modulateurs pouvant être « obtenu » par la 5-HT libérée à partir de 

différentes fibres sérotoninergiques (i.e. issues de différents noyaux du raphé et projetant 

spécifiquement sur des domaines enrichis en récepteurs 5-HT1A −soma/axone− ou 5-HT2A 

−dendrite−, Amargós-Bosch et al., 2004).  

4.3.2) Récepteurs 5-HT3 

L’état des lieux concernant le récepteur 5-HT3 est à la fois relativement simple et très 

intéressant lorsqu’on s’intéresse à sa distribution corticale. En effet, de nombreuses évidences 

histologiques et fonctionnelles (combinant électrophysiologie et RT-PCR sur cellule unique) 

ont révélé (i) une localisation du récepteur 5-HT3 restreinte à quelques sous-types 
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d’interneurones GABAergiques et (ii) une absence d’expression dans les neurones 

pyramidaux excitateurs (Jakab et Goldman-Rakic, 2000 ; Férézou et al., 2002 ; Puig et al., 

2004 et pour revue : Chameau et van Hooft, 2006 ; Barnes et al., 2009). Les interneurones 

exprimant le récepteur 5-HT3 sont localisés préférentiellement dans les couches corticales 

supérieures (Puig et al., 2004), co-expriment la calbindine, la cholécystokinine (CCK) et le 

peptide intestinal vasoactif (VIP), mais n’expriment pas la somatostatine ni la parvalbumine 

(Morales et al., 1996a,b ; Morales et Bloom, 1997 ; Férézou et al., 2002). En accord avec la 

classification des interneurones corticaux (Markram et al., 2004), ces observations convergent 

vers l’idée d’une expression du récepteur 5-HT3 restreinte aux interneurones bipolaires et à 

double bouquet ; tous deux localisés dans les couches corticales supérieures et ciblant les 

dendrites des neurones pyramidaux (Jakab et Goldman-Rakic, 2000). Enfin, il est intéressant 

de noter que les interneurones corticaux exprimant le récepteur 5-HT3 sont « contactés » par 

des varicosités sérotoninergiques (Férézou et al., 2002) et sont activés suite à la stimulation du 

raphé dorsal (Puig et al., 2004). 

4.3.3) Récepteurs 5-HT4 et 5-HT7 

Contrairement aux récepteurs 5-HT1A, 5-HT2A et 5-HT3, la distribution corticale des 

récepteurs 5-HT4 et 5-HT7 est peu documentée.  

Le récepteur 5-HT4 est exprimé de façon non négligeable dans les différentes régions 

corticales du cerveau adulte de rat (Waeber et al., 1994 ; Vilaró et al., 1996, 2005). Lors du 

développement postnatal, son niveau d’expression maximal, dans le cortex, est atteint à partir 

de la troisième semaine (Waeber et al., 1996). Malheureusement, sa localisation subcellulaire 

précise sur les différentes populations de neuronaux corticaux n’est pas connue. Des 

expériences d’hybridation in situ ont révélé une localisation somatodendritique et axonale 

dans de nombreuses régions cérébrales, incluant l’hippocampe (Vilaró et al., 2005). Une autre 

possibilité est l’expression de récepteurs 5-HT4 présynaptiques sur les terminaisons 

sérotoninergique mais aussi sur les afférences cholinergiques, dopaminergiques ou 

GABAergiques (Bockaert et al.,  2006). 

Le récepteur 5-HT7  est, quant à lui, assez fortement exprimé au niveau cortical mais de façon 

éparse (Ballaz et al., 2007 et pour revue : Vanhoenacker et al., 2000 ; Hedlund et Sutcliffe, 

2004). En effet, des « patch » d’expression relativement denses sont observés dans la couche 

5, avec une localisation somatodendritique sur les neurones pyramidaux, ainsi que dans la 

couche 2/3, très probablement sur les interneurones GABAergiques (Neumaier et al., 2001). 
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  4.3.4) Ségrégation morpho-anatomique 

Les éléments décrits ci-dessus, caractéristiques de la distribution des sous-types de récepteurs 

5-HT corticaux, font apparaître l’existence d’une ségrégation morpho-anatomique basée sur 

trois critères : couche corticale, type cellulaire et compartiment cellulaire fonctionnel (axone, 

soma, dendrites). L’importance fonctionnelle de cette ségrégation est cependant inconnue à 

l’échelle des réseaux de neurones corticaux. 

4.4) Pharmacologie des récepteurs sérotoninergiques 

Le développement croissant d’un très grand nombre de molécules agonistes ou 

antagonistes des sous-types de récepteurs sérotoninergiques a fortement contribué à la 

compréhension de leurs rôles fonctionnels (Hoyer et al., 2002). La liste complète, et mise à 

jour, de ces molécules peut être consultée via la base de données développée par l’IUPHAR 

(Union Internationale de Pharmacologie fondamentale et clinique), qui est accessible en ligne 

à l’adresse suivante : http://www.iuphar-db.org/GPCR/ReceptorListForward. En contrepartie 

à ce large choix d’outils pharmacologiques, la sélectivité de certaines molécules n’est pas ou 

peu satisfaisante, ce qui pourrait nuancer le rôle de certains récepteurs décrit jusqu’à présent. 

Le développement d’une pharmacologie plus sélective, en particulier pour les agonistes, est 

une réelle nécessité pour améliorer d’une part, notre connaissance du système 

sérotoninergique et ses actions modulatrices, et d’autre part pour proposer des traitements 

cliniques mieux ciblés (Butler et Meegan, 2008). 

5) Modulations sérotoninergiques du fonctionnement cortical 

5.1) Modulation de la transmission synaptique 

Malgré les nombreuses études menées sur le rôle modulateur de la sérotonine dans le 

cortex du rongeur, il est difficile d’avoir une vision intégrée de son rôle global dans la 

transmission synaptique. Ceci est lié en partie au cloisonnement des approches mais surtout, 

comme nous l’avons vu, à la complexité et à la diversité de ce système neuromodulateur et au 

manque d’outils pharmacologiques sélectifs. Ainsi, l’étude de la modulation sérotoninergique 

de la transmission synaptique évoquée (à l’échelle d’un couple de neurones ou d’un réseau 

neuronal) fait cruellement défaut. 
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De nombreuses expériences de libération ionophorétique de 5-HT ont montré son rôle 

inhibiteur sur l’activité neuronale spontanée (pour revue : Jacobs et Azmitia, 1992), alors que 

des enregistrements intracellulaires ont révélé une action plutôt dépolarisante, qui entraîne le 

déclenchement de potentiels d’action (Araneda et Andrade, 1991 ; Tanaka et North, 1993) ou 

une augmentation des courants postsynaptiques excitateurs spontanés (sEPSC, Aghajanian et 

Marek, 1997) dans les neurones pyramidaux. Ces derniers travaux ont également révélé une 

action directe de la 5-HT (courants excitateurs) sur la partie proximale de la dendrite apicale 

des neurones pyramidaux de couche 5. La différence entre les actions dépolarisante ou 

hyperpolarisante de la sérotonine peut, aujourd’hui, s’expliquer par des variations du niveau 

d’expression de certains récepteurs sérotoninergiques au cours du développement postnatal 

(pour revue : Gaspar et al., 2003). Deux études électrophysiologiques, réalisées sur des 

neurones pyramidaux de couche 5 du cortex préfrontal, ont en effet prouvé que la 5-HT 

corticale a un effet majoritairement dépolarisant pendant les trois premières semaines 

postnatales, puis bascule ensuite vers un effet hyperpolarisant après le sevrage (Zhang, 2003). 

Cette divergence trouve son origine dans la variation d’expression de certains sous-types de 

récepteurs 5-HT (Béique et al., 2004). Chez l’Homme, la 5-HT a aussi des effets mixtes 

(excitateurs ou inhibiteurs) sur les neurones pyramidaux néocorticaux (Newberry et al., 1999). 

Quelques années après les travaux d’Aghajanian et Marek, les travaux de Zhou et Hablitz 

(1999) ont montré que l’application de 5-HT sur des tranches corticales augmente la 

fréquence des courants postsynaptiques inhibiteurs spontanés (sIPSC) enregistrés dans les 

neurones pyramidaux de couche 5, en plus de celles des sEPSC. Notons toutefois que dans 

cette dernière étude, les neurones pyramidaux étaient enregistrés de façon aléatoire entre les 

couches 2 et 6, ce qui a pu entraîner une certaine hétérogénéité des réponses. Zhou et Hablitz 

furent aussi les premiers à mettre en évidence, de façon relativement précise, l’action 

hétérogène de la sérotonine sur différentes populations d’interneurones, et suggérèrent son 

rôle complexe dans la modulation des circuits corticaux. 

Dans la continuité de ces travaux, il apparaît nécessaire de préciser les effets modulateurs des 

différents récepteurs 5-HT sur les principales populations neuronales constitutives des réseaux 

corticaux. C’est pourquoi les connaissances acquises, au niveau cortical et pour les différents 

sous-types de récepteurs sérotoninergiques, sur la modulation de l’excitabilité des neurones 

pyramidaux (majoritairement de couche 5) et des interneurones ainsi que sur la transmission 

synaptique (i.e. activité spontanée enregistrée dans un neurone), sont résumées dans le  

Tableau 1 ci-après. 
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Tableau 1. Actions modulatrices des récepteurs sérotoninergiques    
Les signes +/‐ encerclés signifient : dépolarisation/hyperpolarisation du potentiel membranaire. Les 
flèches  indiquent  une  augmentation  de  l’activité  spontanée  excitatrice  du  réseau  cortical, 
enregistrée  au  niveau  du  neurone  de  couche  5.  Les  signes  +  /  ‐  colorés  signifient  activation  (ou 
régulation  positive)  /  inhibition  (ou  régulation  négative)  des  courants  ioniques  correspondants. 
φ : pas d’effet. NA : pas d’information disponible.      
(*)  Il  n’existe  pas  d’évidence  directe  de  l’action  excitatrice  du  récepteur  5‐HT2A  sur  des  neurones 
corticaux.  Néanmoins,  l’activation  de  ce  récepteur  dans  le  cortex  préfrontal  (avec  une molécule 
activant  également  le  récepteur  5‐HT2C)  provoque  une  augmentation  du  niveau  extracellulaire  de 
GABA (Abi‐Saab et al., 1999).   
Dans  le cas du récepteur 5‐HT4,  l’amplitude des courants GABAA évoqués, peut être augmentée ou 
diminuée par  l’activation du  récepteur, en  fonction du niveau d’activité basale de  la PKA dans  les 
neurones (Cai et al., 2002).  

 

L’analyse de ce tableau suggère, en partie, pourquoi la sérotonine peut avoir des effets 

multiples sur un type neuronal donné, même via l’activation d’un seul type de récepteur. Ces 

informations montrent aussi qu’il est parfois difficile de relier l’expression d’un récepteur 

5-HT, sur un ou plusieurs types neuronaux (voir le chapitre 4.3 p.66), avec son (ou ses) effet 

électrophysiologique. Enfin, ce tableau révèle le manque d’information concernant la 

modulation sérotoninergique des interneurones corticaux. 

 

Neurones pyramidaux de couche 5 Interneurones

Excitabilité/Activité réseau
spontanée

Courants ioniques Excitabilité

5‐HT1A φ
+ iK+ (Twik‐1)
+ iGIRK
‐ iNMDA

5‐HT2A

‐ iNa+ (via PKC)
‐ isAHP
‐ iCa1.2 (L‐type)
‐ iNMDA

‐ iGABA‐A  (via PKC)

*

5‐HT3 φ

5‐HT4 φ
+/‐ iGABA‐A  (via PKA)
‐ iK+ (PKA)

φ

5‐HT7 ‐ ih φ

-

+

+

-

+

-
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5.2) Modulation de la plasticité synaptique corticale 

Nous avons vu précédemment (chapitre 3) que la sérotonine a de nombreux rôles dans 

la plasticité développementale et, en particulier, dans la mise place des structures cérébrales.  

Le rôle modulateur de la sérotonine sur la plasticité Hebbienne (Hebb, 1949), et plus 

précisément sur la plasticité synaptique à long terme (potentialisation ou dépression à long 

terme « LTP ou LTD », Bliss et Lomo 1973 ; et pour revue Le Roux et al., 2008a) a aussi été 

intensément étudié en raison de son implication dans les processus de mémorisation et 

d’apprentissage (pour revue sur la LTP et la mémorisation : Neves et al., 2008). 

Contrairement à l’acétylcholine ou à la noradrénaline corticale qui abaisse le seuil d’induction 

de la LTP (Brocher et al., 1992 ; Kirkwood et al., 1999), le rôle modulateur de la 5-HT 

apparaît plus complexe. 

5.2.1) Dans le cortex visuel de rat 

De façon globale, la sérotonine semble s’opposer à la potentialisation à long terme (LTP) des 

synapses dans le cortex visuel (voir ci-après) ou le cortex préfrontal (Ohashi et al., 2003) de 

rat. En effet, le blocage (moyennement sélectif) des récepteurs 5-HT1A ou 5-HT2C dans des 

tranches de cortex visuel, ou la déplétion pharmacologique du système sérotoninergique chez 

le rat, favorise l’induction de la LTP après une stimulation haute fréquence (Edagawa et al., 

1998a, 2001), alors que l’activation du récepteur 5-HT1A s’y oppose logiquement (Edagawa et 

al., 1998b). L’effet inhibiteur du récepteur 5-HT2C sur l’induction de la LTP requiert 

l’activation de la phospholipace C et des récepteurs GABAA (Edagawa et al., 2000), suggérant 

l’implication des microcircuits inhibiteurs dans le contrôle sérotoninergique de la plasticité 

corticale. L’effet inhibiteur du récepteur 5-HT1A s’expliquerait, quant à lui, par une régulation 

négative des sous-unités NR2B des récepteurs NMDA dendritiques, sous-tendue par une 

réduction de la stabilité des microtubules (Yuen EY et al., 2005).  

5.2.2) Chez le chat et dans les autres régions cérébrales 

Dans le cortex visuel de chat âgé de moins de 80 jours, la sérotonine favorise la LTD en 

couche 4 (induite par une stimulation basse fréquence, à 1Hz, de la substance blanche) dans la 

moitié des tranches testées et entraîne, au contraire et de façon très surprenante, une LTP dans 

l’autre moitié des cas (à la même fréquence de stimulation). Cet effet est probablement lié à 

l’activation des récepteurs 5-HT2C de la couche 4 et disparait chez le chat âgé de plus de 120 

jours (Kojic et al., 1997, 2001). Il semblerait ainsi que le signe de la plasticité induite en 

présence de sérotonine, soit dicté par la répartition du récepteur 5-HT2C : la LTP est induite 
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dans des régions riches en récepteur alors que la LTD apparaît dans des régions ayant une 

faible densité de récepteur (Kojic et al., 2000). 

L’effet inhibiteur de la sérotonine sur la plasticité à long terme est également retrouvé dans 

l’hippocampe (Normann et Clark, 2005 ; Mnie-Filali et al., 2006) et dans certaines conditions, 

dans le cortex auditif (Ji et Suga, 2007). Les règles se compliquent toutefois énormément 

lorsqu’on s’intéresse au récepteur 5-HT4 in vivo. En effet, l’activation ou le blocage de ce 

sous-type dans la région CA1 de l’hippocampe, n’a pas d’effet sur la LTP induite à 100Hz, 

alors qu’avec une stimulation à 10Hz (connue pour induire une LTD modeste), son blocage 

favorise la LTD et son activation convertit la LTD en LTP (Kemp et Manahan-Vaughan, 

2005). Avec une stimulation à 1Hz (connue pour induire une forte LTD), son activation 

inhibe l’induction de la LTD alors que son blocage supprime le maintien de la LTD (sans en 

affecter l’induction). La nature multi-directionnelle de ces effets, illustre toute la complexité 

des actions du récepteur 5-HT4 et rappelle son rôle modulateur bi-directionnel dans la 

régulation des courants GABAergiques dendritiques (Cai et al., 2002 et tableau 1) 

5.2.3) Limites expérimentales 

Du point de vue comportemental, l’activation des récepteurs 5-HT1A ou 5-HT3 altére les 

processus de mémorisation à court et long terme. Au contraire, l’application d’un agoniste 

partiel des récepteurs 5-HT4 in vivo améliore les performances de mémorisation (Meneses et 

al., 2007). Ces études ont cependant révélé les limites de l’approche pharmacologique dans la 

mesure où, différents agonistes d’un même récepteur − ou différentes concentrations d’une 

même molécule − provoquent des effets opposés sur la plasticité. Enfin, le blocage du 

transporteur SERT avec la fluoxétine améliore les performances de mémorisation à court et 

long terme alors que nous avons vu que la 5-HT inhibe majoritairement la LTP. Ce dernier 

résultat montre qu’il est hasardeux de relier directement les modulations de la LTP/LTD, 

observées sur tranche, avec les modulations des processus comportementaux observées in 

vivo. 

5.3) Modulation des réseaux corticaux 

A l’échelle des réseaux neuronaux, le rôle modulateur du récepteur 5-HT3, sur les 

circuits inhibiteurs du cortex visuel et dans l’intégration sensorielle a été suggéré il y a plus de 

dix ans (Roerig et Katz, 1997). 
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Plus récemment, Béique et al. (2006) ont montré que l’action excitatrice du récepteur 5-HT2A 

sur les neurones pyramidaux de couche 5 du cortex préfrontal, dépend de l’activation d’une 

sous-population de neurones pyramidaux afférents, localisés dans les couches 5-6. Ce résultat 

est, à l’heure actuelle, l’unique évidence pour un rôle modulateur de la 5-HT à l’échelle d’un 

réseau neuronal dans le néocortex.  

6) Rôles physiopathologiques multiples des récepteurs sérotoninergiques 

Outre son rôle modulateur complexe sur les différentes populations neuronales du néocortex, 

la sérotonine peut moduler le fonctionnement astrocytaire et microglial, la myélinisation des 

axones, le transport, le cycle et la mort cellulaire, le métabolisme des espèces réactives de 

l’oxygène ou du monoxyde d’azote. La sérotonine peut également contrôler un très grand 

nombre de fonctions physiologiques vitales, de comportements ou de processus cognitifs 

(Barnes et Sharp, 1999 ; Raymond et al., 2001 ; Hoyer et al., 2002 ; Hensler, 2006 ; Millan et 

al., 2008). Les multiples rôles des  récepteurs sérotoninergiques dans les grandes fonctions 

cérébrales et physiologiques sont résumés sur la figure 20. 

Indubitablement, de nombreux récepteurs sérotoninergiques sont impliqués, ou 

potentiellement impliqués, dans de graves pathologies neuropsychiatriques ou 

neurodégénératives (ces implications sont résumées dans la figure 20). Par exemple, 

l’utilisation de souris transgéniques invalidées pour le récepteur 5-HT2A et exprimant le gène 

htr2a sous contrôle du système Cre/Lox, en combinaison avec des approches 

électrophysiologiques, comportementales et de restauration fonctionnelle, a permis une 

élégante démonstration du rôle des récepteurs 5-HT2A corticaux dans  l’anxiété. Weisstaub et 

al., 2006). L’utilisation, chez le rat, de molécules agonistes du récepteur 5-HT4 a des effets 

antidépresseurs rapides au niveau cellulaire (désensibilisation des autorécepteurs 5-HT1A, 

phosphorylation du facteur CREB, neurogenèse) ou lors de paradigmes comportementaux 

(amélioration des performances aux tests de nage forcée, ou de prise alimentaire après un 

stress prolongé). Plus récemment, la perte d’interaction entre le récepteur 5-HT2A et la sous 

unité mGluR2 des récepteurs au glutamate a été décrite comme un mécanisme probable de 

prédisposition aux troubles schizophrènes (González-Maeso et al., 2008).  

En aval de l’activation des récepteurs sérotoninergique, il reste difficile d’établir une relation 

directe entre un module de signalisation donné et une fonction sérotoninergique particulière. 

Certains résultats expérimentaux (associant approches génétiques et pharmacologiques) vont 

néanmoins dans ce sens : rôle du récepteur 5-HT7 et de Gα12 dans la régulation de la 
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morphologie neuronale (Kvachnina et al., 2005) ; rôle du récepteur 5-HT2C et de la 

phosphatase PTEN dans la réponse comportementale au tétrahydrocannabinol (Ji SP et al., 

2006) ; implication de Gαz et du récepteur 5-HT1A dans l’anxiété (van den Buuse et al., 2007) ; 

récepteur 5-HT2A et Gαq dans les hallucinations LSD-dépendantes (Garcia et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure  20.  Implications  des  récepteurs  sérotoninergiques  dans  les  fonctions  
comportementales et physiologiques, et dans la pathophysiologie   

La partie haute regroupe les aspects cognitifs et comportementaux (dégradé de bleu) et les aspects 
physiologiques  (orange).  La  partie  basse  regroupe  les  principales  pathologies  où  le  rôle  des 
récepteurs  sérotoninergiques  est  établi  (trait  plein)  ou  suspecté  (« ? »).  Les  trois  traits  pointillés 
suggèrent le rôle de l’ensemble des récepteurs 5‐HT2 dans l’autisme (l’étude correspondante n’a pas 
été conduite avec des molécules sélectives de l’un ou l’autre de ces sous‐types).   

Ce schéma a été réalisé sur la base de travaux de recherche fondamentale ou clinique (publiés dans 
les  revues  à  comité  de  lecture),  réalisés  le  plus  souvent  chez  le  rongeur  (rat  ou  souris)  ou  chez 
l’Homme.  Une  liste  partielle  des  références  correspondantes  est  disponible,  en  ligne,  sur  le  site 
« Wikipedia,    The  Free  Encyclopedia »  à  l’adresse  suivante :  http://en.wikipedia.org/wiki/5‐
HT_receptor (pour les rôles physiologiques uniquement). 
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En conclusion de ce chapitre, l’extraordinaire pléiotropie des fonctions sérotoninergiques 

trouve son origine, à différents échelons, dans la diversité de ses récepteurs. La diversité des 

noyaux sérotoninergiques du raphé et l’immense maillage de leurs fibres efférentes, observé 

dans l’ensemble du système nerveux central et périphérique (Berger et al., 2009), prennent 

alors tout leur intérêt en raison de cette diversité d’effecteurs. 

7) Sérotonine et dépression 

L’implication du système sérotoninergique dans la dépression a été suggérée il y a plus de 

quarante ans (Coppen, 1967). Les traitements proposés depuis sont basés sur l’hypothèse 

d’une moindre activité du système sérotoninergique et d’un manque de 5-HT extracellulaire 

chez les dépressifs. L’utilisation -et la surproduction- d’inhibiteurs sélectifs de la recapture de 

sérotonine (SSRIs), comme antidépresseur a ainsi été, et est toujours, très répandue dans le 

monde ; et ce, malgré une efficacité réduite dans de nombreux cas (Kirsch et al., 2008), voire 

totalement controversée (Cowen, 2008). Dans ce sens, la prise de SSRIs semble exacerber le 

risque de passage à l'acte suicidaire dans les premières semaines de traitement, comme l’a 

annoncé officiellement en mars 2004 la FDA américaine (« Food and Drug Administration ») 

(voir : http://www.fda.gov/Drugs/DrugSafety/PublicHealthAdvisories/ucm161696.htm). 

Toutefois, le nombre de suicides ne semble pas être particulièrement corrélé avec le nombre 

de prescriptions d'antidépresseurs (Wheeler et al, 2008). 

Cette phase d’envie suicidaire accrue s’explique par la période de latence, entre le début du 

traitement et le début des effets des SSRIs. Ce retard est probablement attribuable à des 

mécanismes d'adaptation présynaptiques, secondaires à l'inhibition de la recapture. En effet, 

l’augmentation de la concentration de 5-HT, induite par la prise de SSRIs, provoque une forte 

activation des autorécepteurs 5-HT1A inhibiteurs qui, de part leur forte expression sur les 

neurones sérotoninergiques du raphé et sur leurs terminaisons axonales, freinent fortement la 

libération de sérotonine (i.e. un effet contraire à l’effet attendu). Pendant les premières 

semaines de traitement, les autorécepteurs 5-HT1A somatodendritiques des neurones du raphé 

sont progressivement désensibilisés par la sérotonine et les SSRIs commencent à produire 

leurs effets bénéfiques (figure 21 ; Blier et de Montigny 1994; Kreiss et Lucki 1995; Le Poul 

et al. 2000 ; Hensler, 2006). Les mécanismes précis de désensibilisation ne sont toutefois pas 

clairement établis (ils pourraient par exemple impliquer des effets « à distance » sur les 

effecteurs intracellulaires du récepteur 5-HT1A) et semblent dépendre du type d’antidépresseur 

utilisé (Hensler, 2002 ; Rossi et al., 2008). 
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Par ailleurs, une étude récente a suggéré que le délai d’efficacité thérapeutique des SSRIs (e.g. 

citalopram) serait plutôt lié à une augmentation de la sensibilité fonctionnelle des récepteurs 

5-HT1A postsynaptiques du cortex (Moulin-Sallanon et al., 2009). Ces efforts de recherche ont 

finalement conduit à l’émergence d’un nouveau schéma thérapeutique, plus efficace, basé sur 

l’inhibition sélective des récepteurs 5-HT1A en parallèle à l’administration de SSRIs (Hamon, 

1995 ; Lanfumey et Hamon, 2004). Le blocage du récepteur 5-HT1A prévient alors les 

mécanismes de rétroaction négative et améliore les effets cliniques des SSRIs (Blier, 2001). 

Le traitement de la dépression par le blocage du récepteur 5-HT1A reste malgré tout une 

approche complexe, d’autant plus que l’action des antidépresseurs est hétérogène entre les 

différentes régions cérébrales (thalamus, cortex, hippocampe, amygdale ; Hensler, 2003). 

Figure 21. Autorécepteurs 5‐HT1A et SSRIs    
Le blocage du  transporteur présynaptique de  la  sérotonine  (rose) par  les SSRIs, provoque dans un 
premier temps une augmentation de la concentration de 5‐HT extracellulaire (bleu). L’activation des 
autorécepteurs  inhibiteurs  5‐HT1A  par  la  5‐HT  ambiante,  entraîne  l’activation  d’une  cascade 
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intracellulaire  (flèche  pointillée)  qui  mène  à  l’hyperpolarisation  des  neurones  sérotoninergiques 
(schéma du haut à gauche). Ceci  conduit alors à une moindre  libération de 5‐HT par  ces derniers 
(schéma de droite). Après désensibilisation des autororécepteurs 5‐HT1A

  (en bas gauche),  l’activité 
« normale »  des  neurones  sérotoninergiques  est  partiellement  rétablie  et  l’action  des  SSRIs  peut 
devenir significative  (augmentation de  la concentration extracellulaire de 5‐HT et activation de ses 
cibles postsynaptiques).  

 

Le blocage des récepteurs 5-HT2A semble aussi améliorer l'effet clinique des SSRis, et 

permettrait probablement d’avoir, chez les patients résistants au traitement par SSRIs, des 

effets bénéfiques (Celada et al., 2004). Comme nous l’avons vu précédemment, l’activation 

du récepteur 5-HT4 a aussi des effets antidépresseurs multiples chez le rat (Weisstaub et al., 

2006). Par curiosité et de façon anecdotique, des antidépresseurs de type antagoniste 5-HT2A 

peuvent augmenter l’espérance de vie du vers C. elegans (Petrascheck et al., 2007). 

Paradoxalement, les récepteurs 5-HT1A postsynaptiques (en dehors du raphé) sont essentiels 

dans le contrôle de l’humeur (Savitz et al., 2009). Une diminution de la fonction 5-HT1A (i.e. 

baisse d’expression et diminution du nombres de récepteurs membranaires) chez l’individu 

dépressif a été reportée dans un grand nombre d’études (Drevets et al., 2007). Le 

développement d’une pharmacologie plus discriminative des autorécepteurs du raphé et des 

récepteurs postsynaptiques des autres régions cérébrales, apparaît donc nécessaire.  

Une étude récente a révélé les dangers potentiels des SSRIs pour la femme enceinte (Lee LJ, 

2009). Une exposition à une dose de 10 mg/kg de fluoxetine (la molécule antidépresseur la 

plus courante), entre P0 et P6, provoque ensuite chez le rat adulte une altération de la 

perception tactile et thermique, des troubles locomoteurs, une diminution de l’innervation 

thalamocorticale dans le cortex somatosensoriel, une réduction du nombre et de la complexité 

des arborisations dendritiques des neurones étoilés de la couche 4 (voir le chapitre 2.1 p.31 

dans la partie I) et une diminution de la densité de leurs épines dendritiques.  

Pour conclure, malgré la manne financière associée au commerce mondial des SSRIs (estimé 

à plus de 10 milliards de dollars par an, Nestler et al., 2002), et avec environ 120 millions 

d’individus dépressifs dans le monde, la nécessité de développer de nouvelles approches 

thérapeutiques est criante. Dans ce sens, de nombreuses pistes « non sérotoninergiques » sont 

actuellement explorées et/ou utilisées en clinique (Lanfumey et Hamon, 2005 ; Berton et 

Nestler, 2006) comme par exemple, la stimulation de la neurogenèse chez l’adulte (Lanfumey 

et Hamon, 2005 ; Lledo, 2009) ou la modulation du sommeil par une action sur le système 

mélatoninergique (Kasper et Hamon, 2009).  
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IIIIII..  TTrraaiitteemmeenntt  ddeennddrriittiiqquuee  ddee  ll’’iinnffoorrmmaattiioonn  

Une des fonctions essentielles des réseaux neuronaux est de traiter, en continu, la masse 

d’informations afférentes et d’y répondre par un message de sortie cohérent. Ce processus 

dynamique dépend non seulement de la connectivité entre les neurones (décrite dans la 

première partie de cette introduction), mais également de leurs propriétés intrinsèques qui 

déterminent l’intégration synaptique et leur excitabilité. Le transfert efficace de l’information 

dans les circuits neuronaux a depuis longtemps été assimilé à des variations de fréquence de 

potentiels d’action. Ainsi, les neurones codent l’information en modulation de fréquence de 

potentiels d’action, après intégration dendritique de leurs différentes entrées synaptiques 

(pour revue générale sur la relation « entrée-sortie » des neurones, voir Reyes, 2001).  

 

1) Intégration dendritique  

 

« Comment un neurone pyramidal de couche 5 répond-il à ses entrées synaptiques pour 

initier un potentiel d’action et stimuler à son tour ses cibles postsynaptiques ? » 

Cette question cruciale, qui apparaît comme au cœur de la fonction neuronale en tant qu’unité 

de traitement de l’information, appelle que l’on s’intéresse aux mécanismes qui soutiennent 

l’intégration synaptique réalisée principalement par la dendrite apicale des neurones 

pyramidaux de couche 5. En effet, c’est lors de ce processus d’intégration dendritique que les 

différentes entrées synaptiques sont converties, de façon non linéaire, en un message de sortie 

cohérent. 

 

  1.1) Nature des signaux reçus 

 

Corollaire à l’organisation des réseaux neuronaux décrite en première partie, la vaste 

arborisation dendritique des neurones pyramidaux de couche 5 reçoit des signaux excitateurs 

et inhibiteurs, que ce soit de façon monosynaptique ou disynaptique. 

 

  1.1.1) Signaux excitateurs 

 

La grande majorité des signaux excitateurs postsynaptiques provient de l’activation, par le 

glutamate, de récepteurs ionotropiques de type AMPA/kaïnate ou de type NMDA et de 

récepteurs métabotropiques de type mGluR (pour revue Kew et Kemp, 2005).  
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L’activation des récepteurs AMPA/kaïnate provoque l’ouverture d’une perméabilité 

cationique (majoritairement Na+/K+) dépolarisante. Une fois le bloc magnésium levé (par 

dépolarisation membranaire, généralement consécutive à l’activation des récepteurs 

AMPA/kaïnate), les récepteurs-canaux NMDA permettent un influx de Ca2+ important et une 

dépolarisation rapide des éléments postsynaptiques. 

Les récepteurs métabotropiques du glutamate sont subdivisés en huit sous-types et répartis en 

trois classes : classes I et II (récepteurs couplés à Gq/11) et classe III (couplés à Gi/0), et 

peuvent moduler le fonctionnement de certains canaux cationiques postsynaptiques. 

 

  1.1.2) Signaux inhibiteurs 

 

Les signaux inhibiteurs proviennent de l’activation par le GABA de récepteurs 

GABAergiques ionotropiques (GABAA) ou métabotropiques (GABAB), mais aussi de 

récepteurs glycinergiques par la glycine (Betz et Laube, 2006). L’activation des récepteurs 

GABAB, couplés à Gi/0, entraîne une augmentation des conductances K+ et une diminution des 

conductances Ca2+, ce qui provoque l’hyperpolarisation des éléments postsynaptiques 

(Bowery et al., 1980 ; McCormick, 1989). L’activation des récepteurs-canaux ionotropiques 

GABAA (ou glycinergiques), conduit à l’ouverture d’un canal perméant aux ions Cl- et est à 

l’origine de deux types d’inhibition. La première, appelée « inhibition hyperpolarisante » 

génère des courants ioniques postsynaptiques inhibiteurs (IPSC) et donc une 

hyperpolarisation phasique des cellules, elle est rencontrée dans les différents compartiments 

dendritiques (voir ci-après, le chapitre 1.2). La deuxième, appelée inhibition « shuntante » 

(pour revue, Frégnac et al., 2003) serait de nature tonique (pour revue : Kullmann et al., 

2005 ; Farrant et Nusser, 2005) et pourrait résulter principalement de l’activation des 

récepteurs GABAA extrasynaptiques (Petrini et al., 2004 ; Mody, 2005), localisés au niveau 

de la partie proximale de la dendrite apicale des neurones pyramidaux. Bien que ne générant 

pas d’IPSC, mais ayant pour conséquence une baisse de la résistance membranaire locale, 

l’inhibition « shuntante », ou silencieuse, permet de « filtrer » les signaux reçus au niveau de 

l’arborisation apicale distale et qui cheminent vers le soma (voir le paragraphe 1.3.1.2 p.85 et 

la figure 24 associée). Fonctionnellement,  l’inhibition shuntante peut être recrutée in vivo 

dans le cortex visuel, par exemple en réponse à un stimulus visuel simple (Borg-Graham et 

al., 1998). 
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1.2) Les domaines d’intégration 

L’arborisation dendritique des neurones pyramidaux de couche 5 présente une 

organisation subcellulaire complexe, notamment en terme de localisation des afférences 

excitatrices (voir notamment la démonstration de Petreanu et al., 2009) qui permettrait à ces 

neurones de traiter séparément différents « paquets » d’information lors de l’intégration 

sensorielle (Larkum et Nevian, 2008). 

 

1.2.1) Arborisations distale, apicale et basale 

 

Trois zones fonctionnelles spécialisées peuvent être distinguées (voir la figure 6b p.32). La 

partie distale de la dendrite apicale (qui présente une forte arborisation au niveau des couches 

1 et 2/3) assure la réception des signaux thalamiques relayés via la couche 2/3 (voir la 

description de la colonne corticale page 24), des différents rétro-signaux  générés dans la 

colonne, et des signaux en provenance des autres aires corticales. Le « tronc » de la dendrite 

apicale permet la propagation, vers le soma, des signaux reçus. Et l’arborisation basale 

périsomatique assure quant à elle la réception de la majorité des signaux intracorticaux 

excitateurs, provenant, par exemple, des colonnes corticales voisines (figure 22a ; Larkum et 

al., 2001 ; Petreanu et al., 2009 ; Nauhaus et al., 2009). Du point de vue des synapses 

inhibitrices, l’expression des différentes sous-unités constitutives des récepteurs GABAA sur 

l’axe somatodendritique des neurones pyramidaux, semble définir des domaines dendritiques 

particuliers, spécifiquement ciblés par certaines populations d’interneurones GABAergiques 

corticaux (figure 22b ; Cherubini et Conti, 2001). 

 

1.2.2) Compartimentation fonctionnelle 

 

Loin d’être indépendants, ces différents compartiments sont connus pour interagir les uns 

avec les autres, ce qui affecte leurs propriétés d’intégration respectives (Larkum et al., 2004 ; 

et pour revue : Häusser et al., 2000 ; Sjöström et al., 2008 ; voir aussi l’exemple des potentiels 

d’action rétropropagés du soma jusqu’aux dendrites distales, paragraphe 1.3.2.3 p.90), et qui 

détermine des propriétés locales d’excitabilité, d’intégration et de plasticité synaptique 

spécifiques (Mainen et Sejnowski, 1996 ; Schiller et al., 2000 ; Rhodes et Llinas, 2001 ; 

Sjöström et Häusser, 2006 ; Gordon et al., 2006, et pour revue : Larkum et Nevian, 2008 ; 

Spruston, 2008 ; Sjöström et al., 2008). 
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L’impact d’un « input » excitateur sur l’intégration des « inputs » concomitants et/ou sur la 

génération des signaux de sortie somatique dépendra alors de sa localisation sur l’arborisation 

dendritique (Williams et Stuart, 1999 ; Zhu, 2000, et pour revue : Williams et Stuart, 2003a). 

Bien que le rôle des synapses inhibitrices dans l’intégration synaptique soit avéré (Larkum et 

al., 1999a), la majorité des informations connues à ce jour concerne les synapses excitatrices. 

Néanmoins, l’influence d’un « input » inhibiteur sur la réponse somatique dépend de sa 

localisation sur l’axe somatodendritique (Williams et Stuart, 2003b). Des différences de 

rétrocontrôle inhibiteur (e.g. inhibition somatique forte ou inhibition dendritique faible) 

peuvent, par exemple, influencer la fenêtre temporelle d’intégration dans les neurones 

pyramidaux (plus étroite ou plus large, respectivement) et par conséquent, la fidélité de 

l’émission des potentiels d’action (Pouille et Scanziani, 2001). 
 

La spécification fonctionnelle des éléments dendritiques sera illustrée, dans les prochains 

chapitres, par quelques exemples frappants.  

Figure 22. Compartimentation fonctionnelle des neurones pyramidaux   
(a) Représentation schématique des six compartiments fonctionnels pouvant être distingués dans un 
neurone  pyramidal  de  couche  5.  De  haut  en  bas,  3  compartiments  dendritiques  apicaux  (distal 
terminal, apical distal, apical proximal), 1 compartiment somatique, et 2 compartiments dendritiques 
basaux  (proximal et distal). L’axone est  figuré en rouge. Ces compartiments ont été établis sur des 
critères  de  projections  synaptiques,  d’intégration  dendritique  et  de  plasticité  synaptique.  Adapté 
d’après Spruston 2008, Nature Rev Neurosci.   

(a) (b)
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(b) Illustration de l’expression des diverses sous‐unités des récepteurs GABAA (α1, α2, α3 et α5) dans 
les  différents  compartiments  d’un  neurone  pyramidal  (vert),  et  représentation  des  projections 
spécifiques des sous‐types d’interneurones GABAergiques corticaux  (Ch, cellule en chandelier ; DB, 
cellule  à  double  bouquet ; Ng,  cellule  « neurogliaform »  ou  en  « toile  d’araignée » ; M,  cellule  de 
Martinotti ;  CRC,  cellule  de  Cajal‐Retzius).  ais :  segment  initial  de  l’axone.  Dans  ce  schéma,  les 
ramifications  axonales  des  cellules  de  Martinoti  ont  été  extrêmement  simplifiées  (absence  des 
projections somatiques et axonales sur le neurone pyramidal). 

 Adapté d’après Hensch 2005, Nature Rev Neurosci. 

 

1.3) Les processus d’intégration  

Afin d’apprécier pleinement la complexité des mécanismes d’intégration dendritiques, 

il est nécessaire de différencier les principaux types de transformations que subissent les 

potentiels synaptiques lors de leur propagation vers le soma, site d’initiation des réponses 

neuronales. La morphologie complexe des arborisations dendritiques fournit un support 

anatomique pour un traitement des signaux dendritiques basé sur de multiples unités 

fonctionnelles, isolées les unes des autres lorsque l’on considère la conduction des potentiels 

électrotoniques locaux.  Les branches dendritiques ont des propriétés d’intégration passive 

(voir la théorie de câble, ci après), qui sont complétées par des mécanismes, actifs et souvent 

non linéaires, de transformation des entrées synaptiques : amplification, atténuation et 

sommation. 

1.3.1) Atténuation des potentiels synaptiques 

1.3.1.1) Théorie de câble et dendrite apicale 

La longue dendrite apicale des neurones pyramidaux de couche 5 peut s’assimiler simplement 

à la structure d’un câble constitué d’un corps conducteur (cytoplasme des dendrites) et d’une 

surface isolante (la membrane plasmique), et présentant donc à la fois une résistance et une 

capacité (Rall, 1962). D’après la théorie de câble, le signal reçu par les dendrites est déformé 

lors de sa propagation vers le soma, par les propriétés intrinsèques passives des dendrites, à 

savoir, leur résistance longitudinale, la capacité membranaire, la longueur de la dendrite et le 

rapport entre la conductance dendritique et la conductance somatique (Rall W, 1967). Dans 

ces conditions, le potentiel de membrane devient fonction de la position et du « timing » des 

entrés synaptiques le long de la dendrite. 
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Appliquée aux neurones pyramidaux du néocortex, la théorie de câble tend à atténuer 

fortement, de façon passive, l’amplitude des potentiels synaptiques distaux (figure 23a ; 

jusqu’à un facteur 100 entre les dendrites apicales les plus distales et le soma, Stuart et 

Spruston, 1998 ; ou jusqu’à un facteur 30 entre les dendrites basales et le soma, Névian et al., 

2007), et à modifier leur décours temporel (Berger et al., 2001 ; voir aussi la figure 28b p.95). 

De cette façon, les synapses proximales donnent naissance (au niveau somatique) à des 

signaux rapides et de forte amplitude, dans un court délai. Au contraire, des synapses distales 

donnent naissance, au niveau somatique, à des signaux de faible amplitude au décours 

temporel allongé, avec un plus grand délai (par rapport à l’arrivée de l’entrée synaptique). 

Cette vision de l’atténuation est toutefois compliquée par la structure asymétrique de la 

morphologie dendritique. En effet, l’atténuation du potentiel depuis l’extrémité des dendrites 

vers le soma n’est pas identique à l’atténuation du soma vers les dendrites (Williams SR, 

2004). Ceci ne doit pas être négligé dans le cas des potentiels d’actions rétropropagés (voir le 

paragraphe 1.3.2.3 p.90).  

Figure 23. Propriétés de  câble et atténuation dendritique des potentiels  synaptiques 
(a) Modélisation  de  l’atténuation  dendritique  des  EPSPs  prédite  par  la  théorie  de  câble.  Le  code 
couleur  correspond  à  l’amplitude  de  l’EPSP  au  niveau  somatique  en  fonction  de  sa  localisation 
initiale. Ainsi, un EPSP généré au niveau du soma aura une amplitude somatique maximale (rouge), 
alors qu’un  EPSP  généré  dans  les dendrites distales  aura une  amplitude  somatique  très  atténuée 
(bleu). Adapté d’après Spruston 2008, Nature Rev Neurosci.   
(b)  Schématisation  de  l’amplitude  résultante,  enregistrée  au  niveau  somatique  (« soma »,  cadre 
inferieur  et  électrode  d’enregistrement  verte),  d’un  EPSP  distal  (a,  cadre  supérieur)  et  d’un  EPSP 
proximal  (b,  cadre  intermédiaire)  de  même  amplitude  initiale,  après  propagation  le  long  de  la 
dendrite apical d’un neurone pyramidal  (gauche). Deux  scénarios  sont proposés : atténuation due 
aux  propriétés  de  câble  sans  (« non‐démocratique »)  ou  avec  (« démocratique »)  mécanismes 
compensateurs.  Dans  le  premier  cas  (colonne  centrale),  l’amplitude  somatique  de  l’EPSP  distal  

(a) (b)
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(trace  jaune) est  inférieure à  l’amplitude de  l’EPSP proximal (trace bleue). Au contraire,  l’amplitude 
somatique  des  EPSPs  distal  et  proximal  (traces  rouge  et  bleue,  respectivement)  est  identique  en 
présence  de mécanismes  compensateurs  (colonne  de  droite).  Adapté  d’après Häusser  2001,  Curr 
Biol. 

 

Comme l’a proposé Michael Häusser, il y a quelques années (Häusser, 2001), l’intégration 

dendritique dans les neurones pyramidaux de couche 5 apparaît « non démocratique » (figure 

23b), en opposition au concept d’intégration « démocratique » observé dans les neurones 

pyramidaux de l’hippocampe (i.e. présence de mécanismes de compensation de l’atténuation 

électrotonique, comme par exemple, des variations de la densité des récepteurs AMPA ou 

glycine sur l’axe proximo-distal, Triller et al., 1990 ; Pettit et Augustine, 2000). L’importance 

physiologique du processus d’atténuation passive a été révélée par des études 

computationnelles. En effet, la dynamique d’émission des potentiels d’action dans un réseau 

neuronal modélisé, est modifiée lorsqu’un paramètre d’atténuation passive est « ajouté » 

(Ascoli GA et al., 2003). 

1.3.1.2) Inhibition shuntante 

En plus de l’atténuation passive due aux propriétés de câble de la dendrite, l’inhibition 

shuntante atténue activement, et probablement de façon tonique, les potentiels 

postsynaptiques dans la partie très proximale au soma de la dendrite apicale (Cipolloni et al., 

1998 ; Mody et Pearce, 2004 ; Semyanov et al., 2004). Dans cette région, le potentiel 

membranaire de repos des neurones pyramidaux de couche 5 (-75 à -80 mV) est proche ou 

identique au potentiel d’équilibre des ions chlorures (i.e. -80 mV). Ainsi l’activation et 

l’ouverture d’un récepteur-canal GABAA dans cette région ne provoque pas de passage d’ions 

à travers la membrane (force électromotrice quasi nulle), mais induit une diminution locale de 

la résistance membranaire dendritique. Ce dernier événement conduit alors au « shunt », ou à 

l’atténuation, de l’ensemble des signaux dendritiques avant qu’ils n’atteignent le soma 

(figure 24 ; Andersen et al., 1980).  

1.3.1.3) Canaux ioniques hyperpolarisants 

Certaines conductances dendritiques hyperpolarisantes peuvent contrecarrer l’effet des 

conductances excitatrices décrit précédemment. C’est par exemple le cas des conductances de 

type IK(Ca) et Ih (Schwindt et Crill, 1997 ; Magee, 1998 ; Williams et Stuart, 2000) qui peuvent 

diminuer l’amplitude des EPSPs dendritiques. La conductance Ih (cationique non sélective, 
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activée par hyperpolarisation) présente par ailleurs un gradient de répartition sur l’axe 

somatodendritique des neurones pyramidaux de couche 5 tout à fait remarquable (Stuart et 

Spruston, 1998 ; Korngreen et Sakmann, 2000 ; Berger et al., 2001 ; Kole et al., 2006, et pour 

revue : Migliore et Shepherd, 2002 ). Dans ce cas, la densité de conductances, très faible au 

niveau somatique, augmente linéairement pour devenir élevée à l’extrémité distale de la 

dendrite apicale. Cette répartition hétérogène peut être responsable d’une légère atténuation 

des potentiels d’action rétropropagés (voir le chapitre 1.3.2, ci-après ; Berger T et al., 2003). 

Les conductances K+ à inactivation lente présentent aussi un gradient de répartition 

caractérisé, à l’inverse de Ih, par une forte densité au niveau somatique qui s’atténue ensuite le 

long de la dendrite apicale (Schaefer et al., 2007). 

 

Figure 24. Principe de l’inhibition shuntante   
Gauche :  l’amplitude des potentiels postynaptiques  (dégradé bleu) est atténuée, d’une part par  les 
propriétés de câble de la dendrite, et d’autre part par des mécanismes d’inhibition shuntante.   
Droite : Principe de l’atténuation par inhibition shuntante des potentiels postsynaptiques excitateurs 
(PPSE, trace rouge) reçus dans les parties distales de la dendrite apicale. La libération de GABA dans 
la partie proximale de la dendrite apicale (en bas à droite) provoque l’ouverture de récepteurs GABAA 

ionotropiques (marron), mais n’entraîne pas d’influx de Cl‐ (vert), car le potentiel de membrane est, à 
ce  niveau,  très  proche  du  potentiel  d’inversion  des  ions  Cl‐  (force  électromotrice  quasi  nulle). 
Néanmoins,  l’ouverture  de  plusieurs  récepteur‐canaux  a  pour  effet  de  réduire  localement  la 
résistance membranaire,  ce  qui  tend  à  augmenter  l’atténuation  des  PPSE  cheminant  de  leur  site 
synaptique d’initiation (en haut à gauche) vers le soma. 
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Il est intéressant de noter que de tels gradients de répartition ne sont pas observés dans les 

neurones pyramidaux de couche 2/3 (Larkum et al., 2007) ou avec d’autres types de 

conductances K+ dans les neurones de couche 5 (Bekkers JM, 2000 ; Benhassine et Berger, 

2005). Ceci suggère leur rôle spécifique dans l’intégration corticale, bien que celui-ci reste en 

partie à élucider. 

1.3.2) Amplification des potentiels synaptiques 

 

La présence d’une arborisation dendritique distale très étendue dans les neurones pyramidaux 

de couche 5 semble surprenante compte tenu de l’atténuation des potentiels synaptiques 

distaux qui vient d’être décrite (Rall, 1962). En effet, l’utilité de synapses distales peut être 

remise en question à partir du moment où les signaux générés par celles-ci devraient avoir une 

contribution mineure au niveau somatique. La découverte de plusieurs systèmes 

d’amplification des potentiels synaptiques a, évidement, changé la donne (pour revue : 

London et Häusser, 2005). L’importance des signaux excitateurs ou inhibiteurs distaux dans 

l’intégration dendritique ou dans l’excitabilité des neurones pyramidaux est maintenant 

évidente (Larkum et al., 1999a, 2004 ; Williams, 2004). Quatre mécanismes majeurs ont été 

décrits et permettent de contrebalancer l’atténuation des « inputs » distaux : l’amplification 

sous-liminaire par des conductances dendritiques « voltage-dépendantes », les potentiels 

d’action dendritiques locaux, les potentiels d’action somatiques rétropropagés et l’adaptation 

synaptique (augmentation du poids des synapses le long de l’axe proximo-distal). Ce dernier 

mécanisme n’ayant pas été décrit dans les neurones pyramidaux de couche 5 (Häusser, 2001), 

ne sera pas détaillé. 

 

1.3.2.1) Les conductances dendritiques sensibles au potentiel 

 

En premier lieu, la forme (i.e. amplitude et décours temporel) d’un potentiel postsynaptique 

excitateur (EPSP) peut être modifiée par certaines conductances, elles-mêmes activées en 

amont suite à la dépolarisation générée par l’EPSP. Ces modifications dépendent de la 

distribution spatiale des canaux ioniques sensibles au potentiel sur l’axe somatodendritique, 

de leur densité, de leur seuil d’activation et de leur cinétique d’activation/inactivation 

(Migliore et Shepherd, 2002). Les dendrites apicales des neurones pyramidaux expriment des 

canaux Ca2+ et/ou Na+ sensibles au potentiel (Schiller et al., 1997 ; Schwindt et Crill, 1997 ; 

Larkum et al., 2001) qui permettent de propager − voire d’amplifier − un EPSP (Larkum et 
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al., 2004). Cette propagation n’est possible que si l’amplitude des EPSP permet une 

dépolarisation membranaire suffisamment importante pour atteindre le seuil d’activation de 

ces canaux. Par exemple, l’activation de conductances Ca2+ dendritiques peut augmenter 

significativement l’amplitude d’un EPSP (Gillessen et Alzheimer, 1997). Dans ce cas, la 

forme des EPSP influence directement leur amplification (Stuart et Sakmann, 1995), dans la 

mesure où il faudra une dépolarisation plus longue pour atteindre le plateau d’activation des 

courants Na+ persistants, que celui des courants Na+ transitoires. 

Contrairement au gradient de répartition des conductances Ih (voir le paragraphe 1.3.1.3 

p.85), les canaux Na+ et Ca2+
 sensibles au potentiel sont uniformément repartis du segment 

initial de l’axone jusqu’au trois quart de la partie distale de la dendrite apicale (Colbert et 

Johnston, 1996 ; pour revue : Migliore et Shepherd, 2002). Toutefois, la localisation du canal 

calcique de type T semble restreinte à la partie proximale de la dendrite, alors que la densité 

des canaux de type L ou de type N reste importante jusque dans les parties plus distales 

(Migliore et Shepherd, 2002). 

 

1.3.2.2) Potentiels d’action dendritiques locaux 

 

L’activation dendritique par les afférences synaptiques peut conduire, localement, à 

l’initiation de potentiels d’action dendritiques de plusieurs types, que ce soit in vitro ou in 

vivo (Stuart et al., 1997 ; Golding et al., 2002 ; Waters et al., 2003, et pour revue : Sjöström et 

al., 2008). Leur seuil d’activation étant fixé par la densité et les propriétés d’activation des 

conductances dendritiques (Gasparini et Magee, 2002), ils sont plus ou moins fréquents en 

fonction des branches dendritiques (Goldbergnet al., 2002). Les potentiels d’action 

dendritiques ont une action amplificatrice locale sur les signaux distaux (Vetter P et al., 2001) 

et s’opposent donc à l’atténuation de ces derniers (Larkum et al., 1999b ; Williams, 2004). Ils 

peuvent, au contraire, inactiver localement une branche dendritique (i.e. apparition d’une 

période réfractaire de quelques millisecondes à cinq secondes) et donc déconnecter 

transitoirement certains compartiments d’intégration (Branco et al., 2008 et le commentaire 

associé : Branco et Häusser, 2009). Lorsque des synapses proximales et distales sont co-

activées, les potentiels d’action dendritique distaux peuvent se propager vers le soma où ils 

influencent l’édition des trains des potentiels d’action somatiques (Jarsky et al., 2005, et pour 

revue : Sjöström et al., 2008).  
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Une compartimentation fonctionnelle basée sur la nature des potentiels d’action dendritiques 

a été mise en évidence. En effet, les dendrites basales et distales des neurones pyramidaux de 

couche 5 sont des sites d’initiation de potentiels d’action locaux, majoritairement de type 

NMDA, ou minoritairement de type sodique, lorsque la dépolarisation locale de la dendrite 

est suffisante pour activer les récepteurs-canaux ou les canaux sensibles au potentiel 

correspondants (Schiller et al., 2000 ; Nevian et al., 2007). Dans la partie distale de la dendrite 

apicale (et avant les ramifications terminales), les potentiels d’action dendritiques locaux sont 

plutôt de type calcique et de forte amplitude (figure 25a ; Schiller et al., 1997 ; Larkum et al., 

1999a,b). Les potentiels d’action dendritiques locaux de type calcique étant capables de se 

propager vers le soma, certains auteurs considèrent maintenant la zone intermédiaire entre la 

dendrite apicale et l’arborisation distale touffue (région située à environ 500-650 µm du 

soma), comme un nouveau site d’initiation des potentiels d’action dans les neurones (i.e. à 

côté du segment initial de l’axone ; Williams, 2004, voir aussi la zone bleue dans la figure 

25b). Très récemment, une étude publiée dans la revue Science a proposé un modèle unifiant 

les connaissances acquises sur les potentiels d’action dendritiques (figure 25b ; Larkum et al., 

2009). Sur des bases électrophysiologiques concrètes, elle révèle toute la complexité des 

interactions possibles entre les différents types de potentiels d’action dendritiques, et place la 

dendrite apicale comme un axe de propagation bidirectionnelle des informations reçues au 

niveau basal et au niveau distal (figure 25b). 

Figure 25. Potentiels d’action dendritiques locaux et compartimentation   
(a) Exemple d’enregistrement de potentiels d’action dendritiques au niveau de  la dendrite apicale 
d’un  neurone  pyramidal  de  couche  5  (dont  la morphologie  a  été  reconstituée  par  injection  puis 
révélation de la biocytine). Les sites d’enregistrement sont indiqués par les pipettes rouge (à 850 µm 
du soma) et bleue  (à 550 µm du soma, site de séparation entre  le  tronc apical et  les ramifications 
distales). L’injection d’un saut de courant dépolarisant soutenu (400 ms) via l’électrode bleu, induit le 
déclenchement  d’un  train  de  potentiels  d’action  calciques  (enregistré  par  cette même  électrode, 

(a) (b)
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tracé  bleu)  qui  se  propage  vers  l’extrémité  distale  de  la  dendrite  (tracé  rouge,  correspondant  à 
l’électrode rouge). L’expérience est réalisée en présence de bloqueurs des récepteurs NMDA et des 
canaux sodiques « voltage‐dépendants » rapides (tétrodotoxine).     
(b) Résumé des différents  types de potentiels d’action  rencontrés dans un neurone pyramidal de 
couche  5  (sodique,  calcique  ou  NMDA).  Les  dendrites  basales  et  apicales  peuvent  générer  des 
potentiels d’action dendritiques locaux, qui sont majoritairement de type NMDA, et qui se propagent 
peu le long des dendrites (rectangles rouges). Aux niveaux somatique et dendritique proximal (noir), 
les potentiels d’actions sont classiquement de type sodique. Au niveau d’une zone particulière entre 
le tronc apical et le début des ramifications dendritiques  distales (bleu), les potentiels d’action sont 
de  type  calcique.  Les  sites  d’initiation  des  potentiels  d’action  sodiques  (noir)  et  calciques  (bleu) 
délimitent deux nœuds d’interaction (et d’amplification) où est réalisée une intégration dendritique 
globale, des  informations préalablement  reçues et  traitées  localement par  les dendrites basales et 
distales.  La dendrite  apicale permet  alors  la propagation  active  et bidirectionnelle  entre  ces deux 
nœuds de  traitement de  l’information. Notons  toutefois que ce modèle a été établi sur  la base de 
potentiels  d’action  dendritiques  générés  de  façon  artificielle  (stimulations  électriques 
extracellulaires, photolibération de glutamate cagé). Sa réalité physiologique est donc à confirmer in 
vivo. 

Adapté d’après Larkum 2009, Science. 

 
   

 
1.3.2.3) Potentiels d’action somatiques rétropropagés et STDP 

 

En opposition avec le dogme de propagation unidirectionnelle de l’influx nerveux, les 

potentiels d’action générés au niveau du segment initial de l’axone, peuvent se propager de 

manière rétrograde (et de façon décrémentielle), le long de la dendrite apicale, vers les sites 

synaptiques distaux (figure 26a ; Stuart et Sakmann, 1994 ; Stuart et al., 1997). Cette 

rétropropagation est un processus actif qui permet l’amplification des EPSPs distaux et qui 

requiert, entre autre, l’activation des canaux Na+ sensibles au potentiel (Stuart et Sakmann, 

1994). Le profil d’expression de ces conductances sur l’axe somatodendritique influence alors 

la rétropropagation (Sjöström et al., 2008). Il est intéressant de noter que les dendrites basales 

peuvent aussi « rétropropager » les potentiels d’action somatiques, avec un coefficient 

d’atténuation similaire à celui de la dendrite apicale, si l’on tient compte des différences 

respectives de diamètre et de longueur (Nevian et al., 2007). De plus, des potentiels d’action 

rétropropagés ont été enregistrés dans les dendrites des interneurones corticaux (Goldberg et 

al., 2003), interneurones qui, à leur tour, modulent la rétropropagation dans les neurones 

pyramidaux (Tsubokawa et Ross ; 1996 ; Steriade, 2001a). 
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L’amplification de signaux dendritiques reçus au niveau distal peut se faire par une activation 

secondaire de récepteurs NMDA dans ces dendrites, à condition que les potentiels d’action 

rétropropagés entrent en coïncidence avec les synapses dendritiques, afin d’assurer une 

dépolarisation locale de la dendrite suffisante pour activer les récepteurs NMDA (figure 27). 

De plus, la « rencontre » d’un potentiel d’action rétropropagé avec un EPSP distal peut 

parfois générer un potentiel d’action dendritique calcique, qui se propagera et dépolarisera à 

sont tour l’ensemble de la dendrite apicale et du soma. Ainsi, les potentiels d’action 

rétropropagés sont les déterminants principaux de la « détection de coïncidence » dans les 

neurones pyramidaux de couche 5 (Sjöström et al., 2008). En effet, ils « signalent », au niveau 

du site synaptique initial, l’émission d’un signal de sortie (i.e. train de potentiels d’action) 

concomitant à l’arrivée des « inputs » dendritiques. Ceci permet alors d’établir une relation 

précise entre la décharge du neurone pyramidal de couche 5 et une afférence synaptique sur 

l’arborisation dendritique (Larkum et al., 1999b ; Sjöström et Nelson, 2002 ; Kampa et al., 

2007, Sjöström  et al., 2008). 

La coïncidence entre signaux dans les neurones pyramidaux de couche 5 prend tout son 

intérêt si l’on considère que l’association répétée d’une activité présynaptique, générant des 

EPSP, avec une réponse postsynaptique (train de potentiel d’action) conduit à l’apparition 

d’une plasticité synaptique de type Hebbienne (Hebb, 1949). Les potentiels d’action 

rétropropagés sont en effet à l’origine de la « plasticité dépendant de la coïncidence des 

potentiels d’action » ou « spike-timing-dependant plasticity » (« STDP », Sjöström et 

Häusser, 2006, et pour revue : Sjöström  et Nelson, 2002 ; Kampa et al., 2007 ; Caporale et 

Dan, 2008), dont les mécanismes ont été établis jusqu’à l’échelle de l’épine dendritique 

(figure 27). Lors de la stimulation concomitante à haute fréquence (i.e. « pairing ») d’un site 

dendritique (par dépolarisation directe ou par stimulation de son afférence synaptique) et du 

soma d’un neurone pyramidal, la ou les synapses activées peuvent subir des modifications de 

leur efficacité. Dans ce cas, c’est la précision de la coïncidence, autrement dit le délai, entre le 

potentiel d’action rétropropagé et les EPSPs dendritiques distaux, qui dicte le signe et la force 

de la plasticité (LTP ou LTD) qui est induite au niveau de la « synapse coïncidente » (i.e. lieu 

de « rencontre » entre le potentiel d’action rétropropagé et les EPSPs dendritiques). Plus 

exactement, la résultante d’un protocole de STDP dépend de la position de l’entrée 

présynaptique sur la dendrite apicale (figure 26b, Sjöström et Häusser, 2006). 
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Que ce soit in vitro ou in vivo, la STDP est impliquée dans l’intégration corticale des stimuli 

visuels (Fregnac et al., 1988 ; Fregnac et Shulz, 1999 ; Froemke et Dan, 2002) ou odorants 

(Cassenaer et Laurent, 2007 – étude réalisée chez la drosophile). 

Figure 26. Potentiels d’action rétropropagés et STDP dans les neurones pyramidaux de 
couche 5   
(a)  Observation  d’un  neurone  pyramidal  de  couche  5  après  incubation  avec  une  sonde  calcique 
(gauche)  et  acquisition  du  signal  calcique  correspondant  (droite)  dans  différentes  conditions 
expérimentales. Des EPSPs sont générés au niveau distal  (électrode de stimulation, « stim »), seuls 
(trace bleue) ou en association  (trace verte) avec un potentiel d’action somatique  (trace rouge). Le 
potentiel d’action  somatique est  ici  retropropagé du  soma  vers  l’extrémité  apicale en  s’atténuant 
progressivement (comparer  l’amplitude des signaux calciques rouges, enregistrés à 268, 578 et 774 
µm du soma ; noter la différence d’échelle entre les trois signaux). Au niveau des deux sites les plus 
distaux  (578 et 774 µm),  l’association des EPSPs et du potentiel d’action rétropropagé permet une 
« dépolarisation »  plus  importante  qu’en  absence  d’association  (l’amplitude  du  signal  calcique  en 
vert est nettement plus importante que l’amplitude du signal calcique en rouge).   
(b)  La  localisation des  entrées  synaptiques  sur  l’arborisation dendritique détermine  le  signe de  la 
plasticité  induite  par  STDP  (« Spike‐Timing‐Dependent  Plasticity »).  La  stimulation  répétée  et 
concomitante  du  soma  d’un  neurone  pyramidal  de  couche  5  avec  l’une  de  ses  afférences 
présynaptiques  résultera  en  une  LTP  lorsque  la  synapse  stimulée  est  localisée  dans  les  parties 
proximales  de  la  dendrite  apicale  (vert).  Au  contraire,  des  synapses  plus  distales  (rouge)  auront 
tendance  à  être  déprimées  (LTD)  par  les  protocoles  de  STDP  (rouge),  en  raison  notamment  de 
l’atténuation des potentiels d’action  rétropropagés. Néanmoins,  les synapses distales peuvent être 
potentialisées  par  un  protocole  de  STDP  lorsque  la  portion  dendritique  distale  concernée  est 
dépolarisée pendant  l’induction de  la   STDP. Ceci suggère  l’importance de  l’excitabilité dendritique 
locale dans cette forme de plasticité. 

 Adapté d’après Sjöström et Nelson 2006, Neuron. 
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L5PN

L2/3PN

Dans un niveau de complexité supplémentaire, l’association d’un EPSPs distal de faible 

amplitude avec un potentiel d’action rétropropagé peut conduire, localement, à l’initiation 

d’un potentiel d’action dendritique calcique de forte amplitude, qui se propage vers le soma et 

peut initier le déclenchement d’un nouveau train de potentiels d’action somatiques (i.e. 

réponse globale cette fois ; Stuart et Häusser, 2001). 

Pour conclure, les potentiels d’actions somatiques rétropropagés vers les dendrites impactent 

directement l’intégration dendritique, la plasticité synaptique et, finalement, l’édition des 

signaux de sortie corticaux.  

 

Figure 27. Détection de coïncidence et potentiels d’action rétropropagés   
Dans  un  neurone  pyramidal  de  couche  5  (L5PN),  un  potentiel  d’action  somatique  peut  se 
rétropropager (flèche bleue pointillée) vers un site synaptique distal (cercle rouge), correspondant à 
une projection axonale d’un neurone pyramidal de couche 2/3 (L2/3PN). Cet exemple considère que 
la stimulation basse fréquence de l’élément présynaptique (i.e. L2/3PN) induit, en temps normal, des 
EPSPs de type AMPA/Kaïnate dans la dendrite du neurone pyramidal de couche 5 (non figuré).   
Si le potentiel d’action rétropropagé arrive avec une amplitude assez importante au niveau de l’épine 
dendritique  (i.e.  qu’il  a  subi  une  faible  atténuation  dendritique),  il  dépolarisera  la  membrane 
postsynaptique  suffisamment  pour  lever  le  bloc Mg2+  des  récepteurs  NMDA.  Dans  ce  cas,  et  si 
l’arrivée  du  potentiel  d’action  rétropropagé  coïncide  avec  les  EPSPs  évoqués,  la  stimulation  du 
neurone pyramidal de couche 2/3 recrutera  les récepteurs NMDA et provoquera un  influx calcique 
massif (i.e. forte dépolarisation par rapport à  la réponse AMPA/Kaïnate  initiale). Dans  le cadre d’un 
protocole de « pairing » des deux neurones pyramidaux à haute fréquence,  l’activation répétée des 
récepteurs  NMDA  (par  l’éffet  combiné  des  potentiels  d’action  rétropropagés  et  des  entrées 
présynaptiques)  pourra  conduire  à  l’induction  d’une  plasticité  synaptique  à  long  terme  de  type 
« Spike‐Timing‐Dependent  Plasticity »  (STDP).  Le  récepteur  NMDA  est  alors  considéré  comme  un 
détecteur de coïncidence canonique, et la position des entrées présynaptiques détermine le signe de 
la plasticité (LTP ou LTD, voir la figure 26b p.92).   
 
Adapté d’après Sjöström et al. 2008, Physiol Rev.  
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1.3.3) Sommation des entrées synaptiques 

Une étape importante de la « transformation » des entrées synaptiques en une réponse 

neuronale (train de potentiel d’action) est l’intégration des potentiel postsynaptiques 

excitateurs et inhibiteurs avant l’édition des signaux de sortie. Etant donné la faible amplitude 

des potentiels postsynaptiques unitaires atteignant le soma (Markram et al., 1997) et malgré la 

panoplie des mécanismes d’amplification décrits précédemment, de nombreuses entrées 

synaptiques sont nécessaires pour initier les trains de potentiels d’action somatiques. La 

sommation de ces entrées synaptiques dépend de plusieurs paramètres : leur localisation, leur 

« timing », et le potentiel membranaire des compartiments dendritiques qui les reçoivent. 

 1.3.3.1) Dépendance à l’espace 

Comme cela a été décrit précédemment, la théorie de câble prévoit une atténuation des 

« inputs » distaux reçus au niveau des différentes branches dendritiques. Différents sites 

d’intégration peuvent être identifiés, au niveau de l’épine dendritique, au niveau d’un groupe 

d’épines, au niveau d’une branche dendritique ou au niveau d’une région dendritique (figure 

28a). Ceci rend difficile la prédiction du signal somatique final en réponse à des « inputs » 

concomitants et distribués sur l’arborisation dendritique. De nombreuses études ont tenté de 

définir les règles d’intégration spatiale dans les dendrites des neurones pyramidaux, sans pour 

autant trouver un consensus (pour revue : Häusser et Mel, 2003). L’idée résultante de ces 

travaux est que l’effet combiné de deux ou plusieurs EPSPs dendritiques peut être déterminé, 

au niveau somatique, en les sommant de façon linéaire ou sous-linéaire (atténuation), sans 

tenir compte de leur localisation (basale ou apicale) sur l’arbre dendritique. Ce type de 

sommation a également été observé pour des entrées inhibitrices (générées par l’activité 

d’interneurones de type « basket cell ») reçus par des neurones pyramidaux ou des 

interneurones (Tamas et al., 2002). Cette théorie générale est toutefois réfutée, en partie, par 

des travaux montrant que les EPSPs reçus sur une même branche sont sommés de façon 

supra-linéaire alors que les EPSPs reçus sur des branches différentes et séparées sont sommés 

linéairement (figure 28b ; Nettleton et Spain, 2000 ; Polsky et al, 2004). Les auteurs de ces 

études ont également précisé que la sommation supra-linéaire nécessitait l’activation des 

récepteurs NMDA dendritiques. 
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(a)  (b)

EPSP individuel
Somme arithmétique
EPSPscombinés

Figure 28. Importance de la localisation dans l’intégration dendritique   
(a)  Schématisation  des  différents  niveaux  de  compartimentation  de  l’intégration.  L’intégration 
dendritique  peut  être  initiée  à  partir  d’une  épine,  d’un  ensemble  d’épines,  d’une  branche 
dendritique  ou  d’une  arborisation  plus  large.  La  convergence  des  entrées  synaptiques  dans  ces 
différents domaines déterminerait alors le type de l’intégration : du plus local au plus global.   
(b) Deux types de sommation spatiale pour des « inputs » d’une même branche dendritique ou pour 
des  « inputs »  de  deux  branches  séparées.  Deux  électrodes  de  stimulation  (A  et  B)  permettent 
d’induire  deux  EPSPs  dendritiques  qui  sont  enregistrés  au  niveau  somatique.  Dans  la  première 
configuration (« même branche »), la stimulation combinée des points A et B (trace orange) produit 
un EPSP d’amplitude bien plus  importante que  le prévoit  la  somme arithmétique  (trace bleu) des 
EPSP individuels (traces noires, points A et B stimulés séparément). L’analyse de la population (tracés 
colorés sur  le graphique)  fait apparaître une sommation supra‐linéaire, de  type sigmoïde  (pour  les 
EPSPs  de  forte  amplitude  initiale,  la  sommation  dendritique  est  inférieure  à  la  sommation 
arithmétique). Dans la deuxième configuration (« branches différentes »), la sommation dendritique 
des EPSP (orange) est similaire à la somation arithmétique (bleu) des deux EPSPs (noir). L’intégration 
est dans ce cas linéaire (diamants verts sur le graphique).  

Adapté d’après Polsky et al. 2004, Nature Neurosci. 

 

Il est intéressant de préciser que le type de sommation peut dépendre de l’état d’activité des 

réseaux neuronaux : linéaire lors d’un rythme à ondes lentes (ondes thêta) ou supra-linéaire 

lors de bouffées d’activité à haute fréquence (Gasparini et Magee, 2006 – étude réalisée dans 

l’hippocampe). Dans ce dernier cas, la nature non linéaire de la sommation permet au neurone 

de discriminer des entrées synaptiques synchrones, sur la base de leur localisation. 

 

Enfin, la perte de linéarité lors de la sommation spatiale est évidente lorsqu’ entrent en jeu les 

nombreuses conductances « voltage-dépendantes » distribuées sur l’arbre dendritique, ainsi 

que les potentiels d’actions dendritiques ou les potentiels d’action rétropropagés (pour revue : 

Reyes, 2001 ; voir le chapitre 1.3.2 p.87). 
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1.3.3.2) Dépendance au « timing » 

Un neurone peut recevoir de nombreux signaux excitateurs ou inhibiteurs dans une période de 

temps très réduite (d’où le terme de « bombardement synaptique »), notamment lors de 

l’activation sensorielle (Petersen et al., 2003). Sa capacité d’intégration lui permet de sommer 

des EPSPs se succédant à intervalles de 5 à 10 ms. Cependant, la fréquence des EPSPs est 

déterminante dans la nature de l’intégration. En effet, une dépolarisation dendritique 

soutenue, générée par l’application d’EPSPs à haute fréquence (e.g. 25-100 Hz) va avoir 

tendance à « épuiser » le gradient électrochimique « disponible » pour continuer à générer des 

courants synaptiques, qui seront par conséquent atténués (i.e. sommation sous-linéaire, 

Larkum et al., 1998). Au contraire, des EPSPs reçus continuellement à intervalles espacés 

(e.g. 1 Hz) seront plutôt sommés linéairement. Enfin, lors d’un train de stimulation, les 

premiers EPSPs peuvent être sommés de façon sous-linéaire alors que les derniers EPSPs 

seront sommés linéairement en raison de l’inactivation d’un courant K+ de type IA (Cash et 

Yuste, 1999).  

Par ailleurs, la morphologie dendritique affecte le « timing » de la sommation, en introduisant 

plus ou moins de délai entre deux EPSPs générés en des points distincts de l’arborisation 

dendritique. La résultante de la sommation de deux EPSPs au niveau du soma (i.e. la fenêtre 

temporelle pendant laquelle le potentiel somatique est supérieur au seuil de déclenchement 

des potentiels d’action = « fenêtre d’excitabilité ») est alors directement liée à la localisation 

des EPSPs (figure 29, Agmon-Snir et Segev, 1993 ; Migliore et Shepherd, 2002). Par 

exemple, deux EPSPs reçus par le soma seront sommés rapidement, ce qui conduira a une 

augmentation forte et brève de l’excitabilité somatique au-delà du seuil de déclenchement des 

potentiels d’action. Au contraire, la sommation d’un EPSP distal (atteignant le soma dans un 

délai d’environ 50 ms) avec un EPSP somatique, conduira à une dépolarisation du soma plus 

longue. Dans ce dernier cas, la fenêtre d’excitabilité est étalée dans le temps, ce qui peut avoir 

une conséquence directe sur la réceptivité du neurone pyramidal face aux autres entrées 

synaptiques. 
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Figure 29. Importance du « timing » dans l’intégration dendritique   
(a) Rôle de  la position  et du délai  entre deux  EPSPs dans  la définition de  la  fenêtre d’excitabilité 
somatique.  La  sommation  de  deux  EPSPs  somatiques  (i.e.  délai  très  court,  en  vert)  conduit  à 
l’apparition d’un pic d’excitabilité  somatique  (trace verte) qui est  restreint dans  le  temps  (la  ligne 
verte indique la fenêtre d’excitabilité  (ligne noire pointillée : seuil de déclenchement des potentiels 
d’action). La sommation d’un EPSP somatique avec un EPSP distal (trace rouge) génère une fenêtre 
d’excitabilité plus  allongée  (ligne  rouge), qui  correspond  au  temps nécessaire  à  l’EPSP distal pour 
arriver  au  soma.  Enfin,  la  sommation  de  deux  EPSPs  distaux  fait  apparaître  deux  fenêtres 
d’excitabilité (bleu). De façon générale, lorsque le délai entre deux EPSPs est trop important (axe des 
abscisses),  la  sommation  devient moins  efficace  et  diminue  la  probabilité  d’atteindre  un  niveau 
d’excitabilité somatique suffisant pour déclencher une réponse.   
(b) Graphique  illustrant  les modifications d’une entrée synaptique dépolarisante, générée suite à  la 
stimulation  de  sites  dendritiques  distaux  (configuration  bleue  dans  (a)).  L’amplitude  du  signal 
enregistré  à  des  points  plus  ou moins  distants  du  soma  (l’axe  z  représente  la  distance  au  soma) 
diminue fortement pendant sa propagation dans le premier tiers de la dendrite apicale. L’atténuation 
est  ensuite  plus  progressive.  La  deuxième modification  concerne  la  forme  du  signal.  En  effet,  la 
stimulation  des  deux  entrées  synaptiques  donne  naissance  à  un  pic  de  dépolarisation  au  niveau 
distal, qui  se « sépare » progressivement  en deux  vagues de dépolarisation distinctes,  au  fur  et  à 
mesure que l’onde dépolarisante se rapproche du soma.  

Adapté d’après Migliore et Shepherd 2002, Nat Rev Neurosci. 
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 1.3.3.3) Dépendance au potentiel membranaire 

Comme nous avons pu le voir, l’activité des canaux ioniques « voltage-dépendants », leurs 

propriétés d’activation et d’inactivation et leur expression différentielle sur l’axe 

somatodendritique influencent l’intégration dendritique. C’est pourquoi toute modification du 

potentiel de membrane postsynaptique peut conduire à un changement de la nature de 

l’intégration. Par exemple, une dépolarisation soutenue de la dendrite peut convertir une 

sommation sous-linéaire en une sommation linéaire via l’inactivation de IA (Urban et 

Barrionuevo, 1998). Au contraire, une hyperpolarisation dendritique peut désinactiver les 

conductances Ca2+ de type T et favoriser une sommation supralinéaire (Nettleton et Spain, 

2000). 

1.3.4) Modulation de l’intégration dendritique 

Les propriétés d’intégration des neurones pyramidaux peuvent être modulées par l’action des 

neuromodulateurs sur les nombreux canaux ioniques dendrites. Les monoammines, 

l’acétylcholine ou la norépinéphrine ont tous des effets modulateurs qui dépendent de la 

phosphorylation ou de la déphosphorylation des différents canaux ioniques (Levitan, 1994 ; 

Cantrell et Catterall, 2001). Le niveau de phosphorylation des canaux Na+ dendritiques 

proximaux est par exemple différent du niveau de phosphorylation des canaux sodiques 

distaux (Gasparini et Magee, 2002). Comme cela a été décrit dans la partie II de cette 

introduction, la sérotonine peut activer des conductances K+ dans le soma ou les dendrites des 

neurones pyramidaux du cortex (Takigawa et Alzheimer, 1999 ; Ma et al., 2007), ce qui peut 

limiter l’étendue de la rétropropagation des potentiels d’action somatiques dans la dendrite 

(Sandler et Ross, 1999). Malgré l’expression privilégiée de certains récepteurs 5-HT dans la 

dendrite apicale des neurones pyramidaux de couche 5 (Roth et Xia, 2004), le rôle modulateur 

de la sérotonine dans l’intégration dendritique est méconnu. 

Des travaux récents ont montré que l’intégration d’« inputs » distaux dans les neurones 

pyramidaux de couche 5, génère des potentiels d’action somatiques globaux pendent les trois 

premières semaines postnatales, alors que l’intégration de ces mêmes « inputs » génère plutôt 

des réponses locales chez les rats plus âgés (i.e. génération de potentiels d’action dendritiques 

locaux). Cette modulation de la nature même de l’intégration est liée à l’augmentation, par un 

facteur dix, de la densité des canaux HCN (canaux cationiques non sélectif, modulés par les 

nucléotides cycliques et activés par hyperpolarisation) de la dendrite apicale (Atkinson et 

Williams, 2009). 
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Les interneurones corticaux sont également impliqués dans la modulation des signaux 

dendritiques des neurones pyramidaux et assurent le contrôle des variations de l’excitabilité 

neuronale (Larkum et al., 2001). En plus du mécanisme d’inhibition shuntante décrit 

précédemment (Mody, 2005), l’activation d’interneurones ciblant la zone proximale de la 

dendrite apicale (e.g. cellules en panier), permet de modifier l’amplitude des signaux 

dendritiques (Xiang et al., 2002). 

Enfin, il ne faut pas exclure que la régulation génique de l’expression des protéines 

dendritiques puisse moduler l’intégration, en particulier si des signaux intracellulaires générés 

au niveau synaptique sont transmis au noyau, et vice versa (pour revue : Bramham et Wells, 

2007). 

 

2) Intégration dendritique, computation et cognition  

2.1) Dendrites : des unités de traitement spécialisées ? 

Lors du visionnage d’un film, le cerveau doit décoder une image toutes les 50 ms,  et extraire 

en permanence les différences entre deux images successives. Cet exemple simple peut 

donner une idée du traitement computationnel réalisé par les neurones d’intégration 

sensorielle. En raison de la grande convergence du système (thalamus  réseaux corticaux 

des couches 4/6 et 2/3  couche 5 ; voir la partie I de cette Introduction), il est fort probable 

que l’arborisation dendritique d’un neurone pyramidal de couche 5 du cortex visuel reçoive 

des centaines de milliers d’entrées synaptiques (« bombardement synaptique ») et qu’elle soit 

ainsi « noyée » dans le bruit de l’activité des réseaux afférents (Destexhe et Pare, 1999 ; 

Haider et McCormick, 2009). Les neurones de couche 5 n’ayant qu’un axone de sortie, ils 

doivent extraire l’information essentielle et suffisante à partir de la masse d’entrées 

synaptiques afférentes. Pour parvenir à un tel niveau d’efficacité, il faut considérer la diversité 

des processus et des niveaux d’intégration décrits dans le chapitre précédent, comme une 

possibilité pour le neurone de constituer des unités de traitement de l’information autonomes, 

et distinctes les unes des autres (figure 30a ; London et Häusser, 2005). Par exemple, 

l’importance physiologique de la « détection de coïncidence » a été révélée chez le poussin, 

où elle permet la localisation des sons (Agmon-Snir et al., 1998). Dans ce cas, les neurones 

auditifs intègrent les différences de délai du stimulus sonore provenant des deux oreilles, en 

comparant l’information reçue indépendamment par deux dendrites spécialisés, chacune 

recevant l’information sensorielle provenant d’une seule oreille. 
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D’une façon plus générale, le rôle des unités de traitement dendritiques dans le décodage d’un 

stimulus visuel et dans son traitement cognitif (e.g. reconnaissance de visage) reste malgré 

tout mal compris (figure 30b).  

 
Figure 30. L’intégration dendritique comme boîte à outils computationnelle    
(a) Schéma résumant les mécanismes dendritiques coexistant dans un neurone pyramidal de couche 
5,  et  pouvant  être  actifs  en  parallèle  ou  de  manière  hiérarchisée.  Zone  verte :  filtre  passe‐bas 
atténuant  l’amplitude  et  les  fluctuations  (lissage)  des  signaux  qui  se  propagent  sur  la  dendrite 
apicale.  Zone orange : Opérateurs dendritiques  logiques de  types « OR », « AND » et « NOT ».  Les 
sous‐branches  somment  les  entrées  synaptiques  a  (excitation)  et  b  (inhibition)  d’une  part  et  c 
(excitation)  et  d  (inhibition)  d’autre  part.  La  branche  dendritique  réceptrice  en  aval  (surlignée  en 
rouge) transmettra « OU » ne transmettra pas le signal en fonction de l’intégration réalisée dans les 
sous‐branches en amont. Ainsi,  les  sous‐branches « injecteront »  le courant correspondant dans  la 
branche réceptrice uniquement si elles reçoivent l’excitation (« ET ») et non l’inhibition (« PAS »). Les 
signaux inhibiteurs c et d sont reçus en aval des signaux excitateurs a et b ; ce schéma considère des 
entrées synaptiques de même poids. Zone rose : Amplification ou réduction des entrées synaptiques 
lorsqu’elles  sont  reçues  sur  une  même  branche  (sommation  supra‐linéaire).  Au  contraire,  la 
ségrégation  des  entrées  synaptiques  reçues  sur  des  branches  distinctes  assurera  une  sommation 
linéaire. Zone bleu : Détecteur de  coïncidence  renforçant  la  fidélité  temporelle de  l’intégration.  La 
coïncidence entre une entrée synaptique distale et un potentiel d’action rétropropagé (trace noire) 
permet  le déclenchement d’un potentiel d’action dendritique calcique (trace bleue supérieure), qui 
dépolarise  l’ensemble de  la dendrite apicale et  conduit au déclenchement d’un nouveau  signal de 
sortie (train de potentiels d’action somatiques, trace bleue inférieure).   
(b)  Traitement  cognitif  et  intégration  dendritique.  La  perception  et  la  reconnaissance  d’un  visage 
requièrent  le  recrutement de nombreux  réseaux neuronaux, dont  les signaux de sortie convergent 
probablement vers un neurone d’intégration unique. L’organigramme  théorique qui découle de ce 

(a)   (b)

Organigramme
théorique

Carte
biologique

Paramètres
àextraire
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postulat propose un modèle d’intégration à « trois couches » neuronales avec convergence vers un 

neurone d’intégration final (Σ). Le signal de sortie de ce dernier conduit à  la réponse cognitive, qui 
est ici, de type « OUI » le visage est reconnu, ou « NON » il ne l’est pas. Dans cet exemple, seul deux 
paramètres sont analysés (cercles rouge et bleu sur la photo, et réseaux de neurones correspondants 
sur l’organigramme). En bas à droite : la cartographie de cet algorithme théorique sur la morphologie 
dendritique des neurones pyramidaux de couche 5 reste  inconnue. L’information transmise par  les 
réseaux neuronaux en amont, converge‐t‐elle vers des compartiments dendritiques à la fois distincts 

et  spécialisés (ségrégation  spatiale  des  deux  paramètres  analysés  −  rouge  et  bleu  −  mais 
regroupement des entrées synaptiques associées à chaque paramètre) ?  
 
Adapté d’après London et Häusser 2005, Annu Rev Neurosci. 

 

2.2) De la dendrite apicale à la cognition ? 

Malgré les nombreuses études consacrées à la fonction dendritique (voir le chapitre 1 

p.79, et pour revue : Migliore et Shepherd, 2002 ; Sjöström et al., 2008), aucune évidence 

n’existe sur le rôle cognitif particulier de la longue dendrite apicale des neurones pyramidaux 

de couche 5. Chez l’homme, la dendrite apicale est sept fois plus longue que les dendrites 

basales (LaBerge, 2005). L’étude morphologique de l’épaisseur des couches corticales chez 

différentes espèces (Rockel et al., 1980) peut donner une estimation des variations de la 

longueur de la dendrite apicale au cours de l’évolution. Il apparaît ainsi une augmentation 

constante de sa longueur, depuis la souris jusqu’à l’Homme en passant par le rat et le singe 

(LaBerge, 2005). La dendrite apicale des neurones pyramidaux de rats est, par exemple, deux 

fois moins longue que celle de l’Homme et contient environ 3000 synapses excitatrices, soit 

un tiers du total des synapses de l’arborisation dendritique (DeFelipe et Farinas, 1992). Ces 

arguments ont favorisé l’émergence d’une théorie dendritique (apicale) de la cognition 

(LaBerge, 2006 ; LaBerge et Kasevich, 2007). Dans ce modèle, la dendrite apicale est 

considérée comme l’élément central de la colonne corticale (voir la partie I de cette 

Introduction) qui permet d’interconnecter fonctionnellement les différentes aires cérébrales 

nécessaires à la cognition. Ce modèle prévoit également que la longueur importante de la 

dendrite apicale, qui est à l’origine de l’atténuation passive marquée des EPSPs (voir le 

paragraphe 1.3.1.1 p.83), assurerait (i) une diminution de la variabilité du potentiel 

membranaire au niveau somatique, dans un environnement cortical chaotique (i.e. 

amélioration du rapport signal/bruit) ; (ii) le maintien du potentiel membranaire dans la 

gamme sous-liminaire (afin d’éviter les réponses erronés à l’état basal) ; et (iii) la stabilisation 
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in fine, de l’excitabilité des colonnes corticales interconnectées et des microcircuits 

thalamocorticaux. 

3) La boucle d’intégration sensorielle  

En plus des propriétés dendritiques passives (théorie de câble, distributions des 

conductances dendritiques), l’inhibition shuntante, l’état d’activité des canaux dendritiques 

sensibles au potentiel, les potentiels d’action dendritiques, les potentiels d’action 

rétropropagés et le principe de coïncidence, sont autant de mécanismes régulés par 

l’excitabilité dendritique. L’excitabilité dendritique intrinsèque des neurones d’intégration, 

tels les neurones pyramidaux de couche 5, apparaît donc fondamentale dans la détermination 

des signaux de sortie (i.e. transformation des entrées synaptiques en trains de potentiels 

d’action). A leur tour, les signaux de sortie peuvent réguler l’excitabilité dendritique et les 

réseaux synaptiques afférents par des rétroprojections récurrentes, qui viennent boucler la 

boucle d’interrelations entre activité réseau (i.e. entrées synaptiques), excitabilité dendritique 

et signaux de sortie (figure 31).   

Dans la compréhension des mécanismes de modulation de l’intégration sensorielle, il 

devient donc essentiel de distinguer les effets dendritiques observés au niveau des neurones 

intégrateurs (i.e. neurone pyramidal de couche 5), des effets globaux observés à l’échelle d’un 

réseau neuronal afférant. Une question s’impose alors : quel est, parmi ces deux effets, celui 

qui a le plus de poids dans la modulation de la réponse d’une aire corticale primaire, à la 

stimulation sensorielle ? 

Mesurer et décrire la fonction entrée/sortie d’un neurone pyramidal en présence d’une 

activité réseau chez l’animal éveillé, seraient une première étape vers une distinction 

fonctionnelle entre ces deux niveaux fondamentaux de modulation. La mesure de la balance 

entre excitation et inhibition dans un neurone réalisant l’intégration dendritique (e.g. neurone 

pyramidal de couche 5), suite à l’activation sensorielle ou corticale (e.g. stimulation électrique 

des couches d’entrées thalamiques), associée à l’enregistrement de la dynamique des signaux 

calciques dendritiques, est une autre possibilité.  
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Figure 31. La boucle d’intégration corticale 

Les  flèches bleues  indiquent  les  interrelations bidirectionnelles entre réseaux corticaux, excitabilité 
dendritique  et  signaux  de  sortie.  Les  entrées  synaptiques  excitatrices  et  inhibitrices  sont 
représentées par afférences se terminant en triangle et en rond, respectivement. 

Modifié d’après Sjöström et al. 2008, Physiol Rev. 

    

Entrées synaptiques
des réseaux afférents 

Signaux 
de sortie
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IIVV..  LLaa  bbaallaannccee  eexxcciittaattiioonn--iinnhhiibbiittiioonn  ((EE--II))  

 

Le concept de balance entre excitation et inhibition (balance E-I, Hensch et Fagiolini, 2005) 

trouve toute son importance, au niveau des réseaux neuronaux corticaux, avec l’observation 

suivante. Que ce soit in vitro sur tranche corticale, ou in vivo chez l’animal anesthésié, la 

stimulation (électrique ou sensorielle) conduit dans la très grande majorité des cas à 

l’apparition rapide d’une vague d’excitation, suivi dans un délai très bref, d’une vague 

d’inhibition soutenue (Shao et Burkhalter, 1996 ; Marino et al., 2005 ; Wilent et Contreras, 

2005; Le Roux et al., 2006 et pour revue : Monier et al., 2008). Les neurones pyramidaux de 

couche 5 fournissent la principale source de signaux de sortie corticaux, après intégration 

dendritique complexe des informations excitatrices et inhibitrices transmises par les réseaux 

neuronaux  en amont (Binzegger et al., 2004 ; voir les Parties I et III de cette Introduction). 

Définir la balance E-I dans cette population neuronale apparaît donc essentiel pour 

comprendre le fonctionnement de la boucle d’intégration corticale (voir la figure 31). 

 

1) Des épines dendritiques aux réseaux neuronaux 

 

Bien que mes travaux de thèse portent sur l’étude de la balance E-I dans les neurones 

pyramidaux de couche 5 et à l’échelle d’un réseau neuronal actif, la notion de balance E-I 

peut être observée à différents niveaux d’organisation. 

 

1.1) A l’échelle moléculaire et synaptique 

 

Au niveau de l’épine dendritique, la balance d’expression de différentes protéines de 

la densité postsynaptique oriente la maturation synaptique vers un destin excitateur (PSD-95 + 

Neuroligin 1, 3 ou 4) ou plutôt inhibiteur (PSD-95 + Neuroligin 2) (Prange et al., 2004 ; Chih 

et al., 2005 ; et pour revue : Cline, 2005). La balance entre différents sous-types d’une même 

protéine de la densité postsynaptique (sous-types « E » et sous-types « I ») peut donc être un 

premier support à l’origine de la balance E-I observée au niveau dendritique (voir ci-dessous).  
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 1.2) A l’échelle dendritique 

 

A l’échelle de l’arborisation dendritique d’un neurone excitateur, le ratio entre 

synapses excitatrices et inhibitrices est de 4 pour 1 (Liu, 2004). D’autres travaux ont révélé 

que le nombre de synapses inhibitrices sur un neurone pyramidal ne représentait que 5 % du 

nombre de synapses total (Megias et al., 2001). Pour les interneurones inhibiteurs, le ratio 

serait plutôt de 8 à 9 pour 2 à 1, avec une réduction importante de la proportion des synapses 

excitatrices au niveau somatique (Gonchar et Burkhalter, 1999a,b ; Trevelyan et Watkinson, 

2005). De plus, la « répartition » de la balance entre synapses excitatrices et inhibitrices sur 

l’axe somato-dendritique des neurones pyramidaux, n’est pas homogène (Megias et al., 2001), 

voire même inversée dans certains cas (e.g. E >> I au niveau somatique et I >> E dans la 

partie très proximale de la dendrite apicale). 

 

 1.2) A l’échelle de la population neuronale  

 

De façon remarquable, un « ratio de population » semblable au « 4 pour 1 » 

dendritique précédent est observé à l’échelle de la population neuronale totale, avec environ 

80 % de neurones glutamatergiques excitateurs et 20 % d’interneurones GABAergiques 

inhibiteurs dans le cortex (DeFelipe et Farinas, 1992, DeFelipe, 2002). L’orientation, à un 

moment donné du développement cérébral, des précurseurs neuronaux vers un destin 

excitateur ou inhibiteur (Ben-Ari, 2006), puis la sélection et le raffinement des connexions 

synaptiques préétablies (Katz et Shatz, 1996 ; Sanes et Lichtman, 1999), sont donc 

fondamentales pour la mise en place de la population neuronale adulte, ce qui déterminera la 

balance E-I, observée à l’échelle d’un réseau neuronal actif (voir le paragraphe 1.4, page 

suivante). Toute modification différentielle du nombre de neurones excitateurs et inhibiteurs 

par neurogenèse adulte (Cameron et Dayer, 2008 ; Spolidoro et al., 2009 ; Wang et 

Kriegstein, 2009), sera alors susceptible d’affecter la balance E-I. C’est par exemple le cas 

lors de la privation sensorielle, où la suture d’un œil peut modifier profondément 

l’organisation et l’efficacité des circuits neuronaux excitateurs et inhibiteurs du cortex visuel 

(Hubel et Wiesel, 1970 ; Daw et al., 1992 ; Fox, 1992 ; Desai et al., 1999, 2002 ; Maffei et al., 

2006). 
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 1.4) A l’échelle d’un réseau cortical actif 

 

La balance E-I en tant que « ratio fonctionnel » − reflétant l’activité d’un réseau 

cortical, évoquée par stimulation électrique ou sensorielle et enregistrée au niveau d’un 

neurone pyramidal de couche 5 − est estimée à environ 20 % d’excitation et 80 % 

d’inhibition, que ce soit sur tranche corticale ou in vivo (Le Roux et al., 2006 ; Lucas Meunier 

et al., 2009 et pour revue : Monier et al., 2008). La stimulation de différents réseaux corticaux 

au sein de la colonne corticale (en couche 2/3, 4 ou 6) n’a, par ailleurs, pas révélé de 

changement de la balance E-I (Le Roux et al., 2006 ). La prépondérance contradictoire de 

l’inhibition dans la balance E-I est également observée lorsque l’on considère l’activité 

spontanée, et non plus évoquée, d’un réseau cortical (Rudolph et al., 2005).  

 

2) Importance fonctionnelle de la balance E-I 

  

Comme cela a été appréhendé dans la première partie de cette introduction, la mise en 

place des réseaux corticaux sensoriels dépend de l’inhibition, et plus particulièrement de la 

balance E-I (voir la figure 10a page 43 ; Fagioliniet al., 2004 ; et pour revue : Hesnch et 

Fagiolini, 2004 ; Hensch, 2005 ; Akerman et Cline, 2007). Cependant, ces observations, la 

plupart du temps basées sur des données morphologiques, ne reposent pas sur une mesure 

précise de la balance E-I. 

 

2.1) Dans l’intégration sensorielle 

 

L’importance d’une balance entre signaux excitateurs et signaux inhibiteurs dans l’intégration 

sensorielle, a été mise en évidence in vivo à plusieurs reprises. C’est par exemple le cas, dans 

le système visuel, où la sélectivité à l’orientation (ou au déplacement) des neurones du cortex 

visuel primaire dépendent du recrutement « balancé » de l’excitation et de l’inhibition 

évoqués par le stimulus (Anderson et al., 2000 ; Martinez et al., 2002 ; Monier et al., 2003 ; 

Hirsch et al., 2003 ; Priebe et Ferster, 2005 ; Marino et al., 2005 ; ces travaux fournissent une 

mesure précise des conductances excitatrice et inhibitrice). Ces études ont révélé que la 

balance E-I permet un contrôle accru de la fidélité de l’émission des potentiels d’action, en 

réponse à un stimulus préférentiel pour un neurone donné. Il en va de même pour l’efficacité 

et la fidélité des réponses neuronales − à un stimulus sensoriel préférentiel − dans les cortex 

somatosensoriel ou auditif (Wehr et Zador, 2003 ; Zhang et al., 2003 ; Tan et al., 2004 ; 
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Higley et Contreras, 2005 ; Wilent et Contreras, 2005). Il est important de préciser que la 

balance des signaux excitateurs et inhibiteurs induite par la stimulation sensorielle, peut être 

basée sur des critères de fréquence (i.e. synchronisation des réponses, Wehr et Zador, 2003 ; 

Zhang et al., 2003) ou d’amplitude (Shu et al., 2003 ; Liu, 2004).  

Le maintien d’un niveau de sélectivité sensorielle élevé, basé sur une stabilité de la balance E-

I, apparaît donc comme le rôle majeur, et commun aux différents cortex sensoriels, de la 

balance E-I. Il faut cependant noter que la sélectivité à l’intensité du stimulus de certains 

neurones du cortex auditif dépend, au contraire, d’excitation et d’inhibition synaptiques 

« non-balancées » (Tan AY et al., 2007). La balance E-I permet, par ailleurs, de définir et 

d’entretenir une activité neuronale relativement stable à l’état basal (Shadlen et Newsome, 

1998 ; van Vreeswijk et Sompolinsky, 1998 ; Durstewitz et al., 2000 ; Wang, 2001 ; Compte 

et al., 2003), qui peut toutefois être rapidement augmentée par des entrées synaptiques (Shu et 

al., 2003). 

 

2.2) Dans les autres processus neuronaux 

 

A d’autres niveaux, la balance E-I est impliquée dans la mémorisation à court terme 

(Durstewitz et al., 2000 ; Brunel et Wang, 2001 ; Egorov et al., 2002) ou à long terme 

(Saghatelyan et al., 2001), dans la régulation de l’excitabilité neuronale (Chance et al., 2002 ; 

Hahnloser et al., 2002) et dans la génération des activités rythmiques spontanées des 

différentes phases du sommeil (Steriade et al., 1993 ; Cowan et Wilson, 1994 ; Contreras et 

al., 1996 ; Sanchez-Vives et McCormick, 2000 ; Steriade, 2001b ; Compte et al., 2003). 

 

3) Balance E-I et pathologies 

L’importance physiologique de la balance E-I est telle que ses déséquilibres conduisent à 

diverses pathologies neurologiques dont la plus significative est l’épilepsie (Cossart et al., 

2005 ; Bausch et al., 2006). Dans ce cas, le déséquilibre est une conséquence de la réduction, 

à la fois du nombre et de la force, des entrées inhibitrices ce qui conduit souvent à une 

alternance entre des états d’activité « stables » et d’autres « d’hyperexcitabilité » qui se 

manifestent par des troubles convulsifs (Brenner, 2004). Un déséquilibre de la balance E-I au 

niveau striato-thalamo-cortical peut aussi être à l’origine des troubles moteurs et cognitifs 

observés dans la maladie de Parkinson (Llinas et al., 1999).  
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Une dérégulation de la balance E-I a aussi été impliquée dans d’autres pathologies, comme 

l’autisme (Rubenstein et Merzenich, 2003 ; Rippon et al., 2007), le syndrome de Rett (Dani et 

al., 2005), le syndrome de Tourette (Singer et Minzer, 2003) et la schizophrénie (Wassef et 

al., 2003). Une diminution marquée de l’activité inhibitrice liée à l’âge dans le cortex visuel 

(par rapport à l’activité excitatrice), est enfin à l’origine d’une réduction de l’acuité visuelle 

chez le singe (Leventhal et al., 2003).  

Ces quelques exemples sont autant d’évidences quant à la nécessité de maintenir un équilibre 

entre les signaux excitateurs et inhibiteurs dans les différentes régions cérébrales, afin 

d’obtenir un fonctionnement stable et harmonieux du système nerveux central. 

 

4) Régulation homéostatique de la balance E-I 

 

Chez la souris, la stimulation continue d’une vibrisse pendant vingt-quatre heures provoque 

une augmentation de plus de 30 % du nombre total de synapses dans le cortex 

somatosensoriel. Remarquablement, le nombre de synapses inhibitrices et le nombre de 

synapses excitatrices sont augmentés de telle façon que le ratio 1-4 soit maintenu (Knott et al., 

2002, et voir le chapitre 1 p.79). Cet exemple révèle l’existence de mécanismes de régulation 

et de maintien de la balance entre synapses excitatrices et synapses excitatrices. Plus 

généralement, la balance E-I est maintenue par des mécanismes de plasticité homéostatique. 

 

4.1) Définition d’un système homéostatique 
 
Un système homéostatique possède un domaine d’activité fonctionnel optimal (ou « set-

point »), des détecteurs de perturbation, et des mécanismes régulateurs (souvent de 

rétrocontrole) qui tendent à corriger les perturbations et assurent le maintien du système 

autour d’un « set-point » de fonctionnement. (Davis et Goodman, 1998 ; Turrigiano et 

Nelson, 2004). Si la balance E-I reflète l’activité d’un système homéostatique, le 

fonctionnement des réseaux neuronaux sera alors régulé pour tendre vers le « set-point ». 

  

4.2) Mise en évidence de la plasticité homéostatique 

 

Selon le modèle établit par Turrigiano et Nelson (2000) sur des neurones en culture, la 

plasticité homéostatique régule l’efficacité globale de la transmission d’un grand nombre de 

synapses afin de maintenir le niveau d’excitabilité du réseau cible proche de son « set-point » 
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(figure 32a). De cette façon, lorsque l’activité d’une ou de plusieurs synapses sur neurone 

postsynaptique est modifiée de façon trop importante (e.g. par des phénomènes de plasticité 

de type LTP ou LTD), des mécanismes compensatoires sont recrutés (e.g. variation du 

nombre ou de l’efficacité des synapses excitatrices et/ou inhibitrices, neurogenèse et insertion 

de nouveaux neurones, modification du phénotype neuronal excitateur ou inhibiteur, mort 

cellulaire programmée), afin de contrebalancer ces changements et de normaliser l’excitabilité 

neuronale (Turrigiano et Nelson, 2000 ; Marder et Prinz, 2002 ; Burrone et Murthy, 2003 ; 

Liu et al., 2003 ; Turrigiano et Nelson,  2004 ; Doetsch et Hen, 2005 ; Gomez-Lira et al., 

2005 ; Meltzer et al., 2005 ; Wierenga et al., 2005 ; Davis, 2006 ; Turrigiano, 2007 ; Nelson et 

Turrigiano 2008 ; Le Roux et al., 2008a). On parle alors de « synaptic scaling » ou ré-

échelonnement synaptique (Turrigiano et al., 1998). Par exemple, à l’échelle d’un réseau 

neuronal en culture, la suppression de l’activité d’un neurone (par surexpression ciblée d’un 

canal potassique) provoque, après plusieurs heures, une augmentation du nombre de synapses 

actives et des courants postsynaptiques excitateurs sur ce neurone (Burrone et al., 2002). 

L’augmentation ou la diminution de l’activité globale d’un réseau neuronal (par 

dépolarisation KCl ou blocage des potentiels d’action sodiques par la tétrodotoxine pendant 

48h) entraîne un réajustement de l’efficacité des connexions excitatrices ou inhibitrices pour 

revenir au niveau d’activité initial (figure 32b ; Turrigiano et al., 1998). 

  

Figure 32. Régulation homéostatique de l’activité des réseaux neuronaux   
(a) Représentation du « set‐point » d’excitabilité neuronale (bande verte) qui est maintenu par des 
mécanismes  de  régulation  homéostatique  (flèches  noires)  de  l’efficacité  synaptique.  Toute 
diminution de  l’excitabilité neuronale, en dehors de  la fenêtre déterminée par  le « set‐point », sera 
compensée par une augmentation de  l’efficacité des  synapses afférentes  sur  le neurone d’intérêt, 
afin  de  réintégrer  le  « set‐point »  de  fonctionnement  de  ce  dernier.  Et  inversement  lorsque 
l’excitabilité neuronale dépasse la limite supérieure du « set‐point ».   
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(b)  A  l’échelle  d’un  réseau  neuronal,  la  plasticité  homéostatique  peut  s’exprimer  par  des 
modifications  du  poids  (i.e.  de  l’efficacité)  de  certaines  connexions  synaptiques,  ce  qui maintient 
constante  la balance E‐I. Dans ce réseau simplifié (en haut), un neurone pyramidal (bleu, à gauche) 
est activé par un autre neurone pyramidal en amont  (à droite), et recrute en aval un  interneurone 
inhibiteur  (rouge).  Ce  dernier  établit  une  boucle  de  rétrocontrôle  négatif  sur  le  premier  neurone 
pyramidal. En  cas d’activité du  réseau  trop  importante  (dépolarisation KCl pendant 48h, en bas  à 
gauche),  l’efficacité  du  rétrocontrôle  inhibiteur  (rouge)  est  augmentée  tandis  que  l’efficacité  des 
connexions  excitatrices  (gris)  est  diminuée.  Et  réciproquement  en  cas  de  trop  faible  activité  du 
réseau (après 48h de blocage des potentiels d’action par application de TTX, en bas à droite). 

Adapté d’après Turrigiano et Nelson 2004, Nature Rev Neurosci.  

 

4.3) Régulation homéostatique de la balance E-I dans le cortex visuel 

 

Sur tranches de cortex visuel de rat, l’induction d’une plasticité à long terme (de type 

LTP ou LTD, par stimulation à haute ou basse fréquence) sur certaines synapses d’un réseau 

neuronal de couche 2/3 ou de couche 6 ne modifie pas la balance E-I préalablement 

déterminée dans les neurones pyramidaux de couche 5, suite à la stimulation de ces mêmes 

réseaux (les entrées excitatrices et inhibitrices sont potentiées en même proportions, Le Roux 

et al., 2006). Ainsi, la balance E-I apparaît régulée de façon homéostatique, et les mécanismes 

mis en jeu requièrent l’activation des récepteurs NMDA et des récepteurs GABAA (Le Roux 

et al., 2007, 2008a et pour revue Le Roux et al., 2008a). Le « set-point » de la balance E-I est, 

dans ce cas, défini à 20 % d’excitation et 80 % d’inhibition. Ce « set-point », déterminé au 

niveau somatique, reflète l’activité du réseau cortical stimulé en amont du neurone pyramidal 

de couche 5, et renseigne sur l’excitabilité de ce dernier (i.e. la probabilité que l’intégration 

d’une nouvelle entrée synaptique par ce neurone déclenche une réponse somatique sous forme 

de potentiels d’action) après intégration dendritique.  

  

Du point de vue physiologique, la régulation homéostatique de la balance E-I permettrait : 

(i) d’éviter les épisodes d’hyper- ou d’hypoactivité pendant les phases d’apprentissage ou de 

mémorisation, en maintenant l’activité du réseau proche de son « set-point », 

(ii) de répondre efficacement à la stimulation sensorielle par une modification rapide de la 

balance autour de son « set-point », sans trop s’en écarter, 

(iii) une normalisation de l’activité du réseau quasi immédiate (i.e. 15 min), contrairement au 

« synaptic scalling » présenté précédemment, 

et remplirait, in fine, les conditions d’un système homéostatique type (Davis, 2006). 
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Cette section a pour but de décrire la méthode utilisée pour déterminer la balance E-I ainsi 

que les paramètres importants qui lui sont associés. Toutes les autres méthodes sont décrites 

en détail dans la publication Moreau et al. 2009, Cereb Cortex. 

 

∴ 

 

1) Identification des neurones et enregistrements électrophysiologiques 

  

Des tranches parasagittales de cortex visuel (250 µm) ont été obtenues, par dissection 

et selon les règles d’éthique européennes en vigueur, à partir de rats Wistar agés de 19 à 25 

jours. Une heure environ après la dissection, les tranches corticales sont placées dans une 

chambre de perfusion fixée sur la platine X/Y désolidarisée d’un microscope droit (Axioscope 

2 FS+, Zeiss), équipé d’une caméra vidéo et d’un système d’amélioration du contraste 

interférentiel (DIC), et continuellement perfusées par une solution oxygénée de liquide 

céphalorachidien artificiel. Le suivi optique du patch est réalisé à l’aide d’un objectif 40x à 

immersion à eau et à grande distance de travail.  

L’activité des neurones pyramidaux de couche 5, identifiés par la morphologie 

caractéristique de leur soma et de leur dendrite apicale ainsi que par leur profil de décharge, 

est enregistrée en patch clamp, en configuration « cellule entière ». Les enregistrements sont 

réalisés à température ambiante (20-23°C) avec des pipettes en borosilicate (étirées avec une 

étireuse horizontale P-97, Sutter Instruments) remplies d’une solution intracellulaire 

contenant (en mM) : 140 K-gluconate ; 140 KMSO4 ; 10 HEPES ; 4 ATP ; 2 MgCl2 ; 0,4 

GTP et 0,5 EGTA (pH 7,3 ajusté avec du KOH, 270-290 mOsm). La résistance des pipettes, 

contrôlée dans le bain, est de 3 à 5 MΩ. Le potentiel de jonction (d’environ -10 mV avec les 

milieux utilisés) est compensé lors de l’analyse des enregistrements (voir le paragraphe 3.1.1 

p.114). 

Les enregistrements en courant imposé (« current clamp ») et en potentiel imposé 

(« voltage clamp ») sont réalisés avec un amplificateur Multiclamp 700A (Axon Instruments, 

USA), filtrés par un filtre passe-bas ayant une fréquence de coupure de 2 kHz, et 

échantillonnés à 4 kHz par le système Digidata 1322A (Axon Instruments, USA).  

 Le profil de décharge des neurones est déterminé en courant imposé, en réponse à un 

échelon de courant dépolarisant échelonné de 25 pA sur une plage allant de -100 à 200 pA, et 

appliqué pendant1000 ms (voir la figure 34b p.116). 
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2) Protocoles de stimulation 

 

 2.1) Positionnement  

 

Deux paires d’électrodes de tungstène bipolaires de 1 MΩ d’impédance 

(TST33A10KT, WPI) sont positionnées à la surface de deux sites de traitement des entrées 

thalamiques : en couche 2/3 et en couche 6 du cortex visuel primaire. Ces deux positions 

permettent de recruter deux ensembles de microcircuits corticaux différents, projetant tous 

deux sur le neurone pyramidal de couche 5 enregistré (figure 33a). Les stimulations 

électriques sont délivrées par deux stimulateurs à potentiel constant (DS2A-Mk.II, Digitimer).  

Figure 33. Enregistrement des réponses composites somatiques   
(a)  Représentation  schématique  et  très  simplifiée  des  deux  sites  de  stimulation.  La  stimulation 
électrique, appliquée par  les électrodes bipolaires, permet de co‐activer (cercles pointillés verts)  les 
microcircuits  excitateurs  (rouge)  et  inhibiteurs  (bleu)  qui  projettent  sur  le  neurone  pyramidal  de 
couche  5,  où  la  réponse  composite  évoquée  est  enregistrée  en  patch  clamp  cellule‐entière  (en 
potentiel imposé). La stimulation est appliquée soit en couche 2/3, soit en couche 6.   
(b)  Caractérisation  pharmacologique  de  la  réponse  composite.  Enregistrement  des  réponses  en 
courant d’un neurone pyramidal de couche 5 à la stimulation électrique de la couche 2/3 à différents 
niveaux de potentiel imposé (de – 65 à – 80 mV). La réponse en courant, en condition contrôle, est 
biphasique  et  présente  une  composante  entrante  glutamatergique  et  une  composante  sortante 
GABAergique.  L’application  de  CNQX  (bloqueur  des  récepteurs  AMPA/kaïnate)  supprime  la 
composante  excitatrice.  L’application de bicuculline  (bloqueur des  récepteurs GABAA)  supprime  la 
composante sortante. L’application conjuguée de CNQX et de bicuculline supprime la réponse. 

CNQX

CNQX
Biccuculine

Biccuculine

(a) (b)

réponse composite 
en courant
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 2.2) Protocole pour la détermination la balance E-I 

 

Le protocole utilisé pour déterminer la balance E-I consiste en des stimulations sous-

liminaires (1-10 µA) de 0,2 ms délivrées, après 15 min d’équilibration du patch, à une 

fréquence de 0,05 Hz. L’intensité de la stimulation est ajustée en courant imposé afin de co-

activer les microcircuits excitateurs et inhibiteurs sans déclencher de potentiel d’action dans le 

neurone enregistré (figure 33a). La réponse composite des neurones pyramidaux de couche 5 

à ces stimulations est enregistrée en potentiel imposé (configuration cellule-entière) et est 

moyennée, pour 5 à 7 potentiels (autour du potentiel de repos du neurone) et à raison de 4 à 6 

répétitions par potentiel, en vue de leur future décomposition (réalisée hors acquisition, voir le 

paragraphe 3.2 p.117). Une répétition plus importante des stimulations peut toutefois être 

nécessaire lorsque la réponse évoquée est moyennement stable. 

Les réponses composites se caractérisent par un courant entrant glutamatergique 

(AMPA/kaïnate), suivi par un courant sortant GABAergique (GABAA) soutenu (figure 33b). 

Les séries de stimulations sont appliquées dans un premier temps en couches 2/3, puis dans un 

deuxième temps et de façon identique en couche 6.  

Afin de déterminer les modulations de la balance E-I, un enregistrement est réalisé après les 

15 minutes d’équilibration du patch puis, dans les mêmes conditions, après 15 minutes de 

perfusion d’une drogue d’intérêt. 

  

2.3) Protocole pour l’étude de la régulation homéostatique de la balance E-I 

 

Pour les expériences de plasticité homéostatique, des protocoles de stimulation à haute 

fréquence (HFS, « High Frequency Stimulation ») sont appliqués en couche 2/3 et sont du 

type « theta burst », classiquement utilisé sur d’autres préparations (Abraham et Huggett, 

1997). Ils consistent en 3 trains de 13 bouffées appliqués à une fréquence de 5 Hz, chaque 

bouffée contenant 4 impulsions à 100 Hz.  

Un enregistrement contrôle (avant HFS) est réalisé avec le premier protocole (0,05 Hz, 0,2 

ms ; voir le paragraphe précédent) puis un enregistrement, toujours avec ce premier 

protocole, est réalisé 15, 30, 45, et 60 min après application du protocole HFS. Ceci permet de 

déterminer la balance E-I, avant et après modification du poids de certaines synapses dans le 

réseau simulé, et d’étudier les éventuelles modulations de sa régulation homéostatique. Pour 

cela, une drogue d’intérêt est perfusée avant l’application du protocole HFS et après avoir 

réalisé un premier enregistrement avec le protocole de détermination de la balance E-I.  
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La séquence de résultats obtenue est alors la suivante : balance E-I « contrôle » - balance E-I 

« avec drogue / avant HFS » - balance E-I « 15, 30, 45 et 60 min après HFS, avec drogue ». 

Cette série de résultats est toujours comparée aux valeurs de balance obtenues avec le 

protocole HFS dans une série contrôle (perfusion du milieu extracellulaire seul). 

 

3) Analyse des réponses synaptiques 

 

 3.1) Paramètres intrinsèques à la technique et au neurone enregistré  

 

Différents paramètres, en rapport avec la technique d’enregistrement utilisée et avec 

les propriétés intrinsèques du neurone enregistré, doivent être mesurés avant l’analyse des 

réponses composites et la détermination de la balance E-I. 

 

  3.1.1 Le potentiel de jonction  

 

Le potentiel de jonction décrit par Neher (1992) résulte de la différence de mobilité des ions à 

l’interface entre deux solutions différentes. Dans nos conditions, le milieu intrapipette est 

riche en ions K+-gluconate, ce qui induit une différence de potentiel de 10 mV entre la 

l’extrémité de la pipette d’enregistrement et la solution extracellulaire de perfusion (pauvre en 

ions K+). Avant tout enregistrement, le potentiel de pipette est ajusté à 0 mV pour compenser 

le potentiel de jonction. Après le passage en configuration cellule entière, le milieu 

intracellulaire est rapidement dialysé par le milieu intrapipette, éliminant alors le potentiel de 

jonction. Ainsi, lors de l’analyse, tous les résultats sont corrigés par la valeur du potentiel de 

jonction qui a été vérifiée expérimentalement (i.e. -10 mV). 

 

  3.1.2 La dérive du potentiel de l’électrode 

 

Le potentiel de pipette (établi entre l’électrode et la masse, et ajusté à 0 mV en début 

d’expérience) est mesuré en fin d’expérience, après la rupture du patch. Si la valeur observée 

est différente de zéro, la différence provient d’une dérive du potentiel de l’électrode qui 

survient le plus souvent au moment du passage en configuration cellule entière. Par la suite, 

tous les potentiels enregistrés sont corrigés de cette valeur lors de l’analyse. Lorsqu’un 

changement de potentiel de repos a été observé au cours des expériences, le protocole 

d’enregistrement en courant imposé a été appliqué à la cellule afin de s’assurer que le seuil de 
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décharge du neurone était constant et que ce changement de potentiel n’était pas dû à la dérive 

du potentiel de l’électrode. 

 

  3.1.3) La résistance série 

 

La résistance d’accès (Ra) est la résistance à l’écoulement du courant entre la pipette et le 

cytoplasme du neurone enregistré (elle est en partie liée à la forme de la pointe de la pipette). 

La résistance externe (Rex) est liée à la masse et peut être négligée en configuration cellule-

entière. La somme de la résistance pipette (voir le chapitre 1) et de la résistance d’accès est 

appelée résistance série (Rs). La résistance de pipette (Rp) étant fixe et connue (entre 3 et 5 

MΩ) tout changement de la résistance série reflète une variation de la résistance d’accès (i.e. 

de la qualité du scellement). Globalement plus l’excision de la membrane par l’électrode 

d’enregistrement est importante, plus la résistance série est faible. Tous les neurones retenus 

dans cette étude ont été enregistrés avec une résistance série inférieure à 25MΩ. 

 

Rs est initialement déterminée en mode courant imposé, par application d’un créneau de 

courant et par balancement du pont de Wheastone de l’amplificateur jusqu’au point de rupture 

de la pente qui sépare la résistance due à l’électrode d’enregistrement (Rs) de celle due à la 

cellule (résistance membranaire d’entrée, Rm) (figure 34a). La résistance série ne pouvant pas 

être compensée efficacement lors des enregistrements réalisés en potentiel imposé, elle est 

compensée lors de l’analyse. Ceci passe par une correction du potentiel imposé (Vhc) par la 

résistance série selon la relation : Vhc(t) = Vh(t) - I(t) x Rs ; dans laquelle Vh(t) est le 

potentiel imposé à l’instant t et I(t) est le courant enregistré à ce même instant. Afin de suivre 

les variations de la qualité du scellement (inévitables lors des protocoles d’enregistrement de 

longue durée), la valeur de résistance série est déterminée avant chaque enregistrement des 

réponses composites (réalisé en potentiel imposé). Elle est également vérifiée après 

acquisition − et corrigée le cas échéant − par l’analyse de la réponse en potentiel à un bref 

saut de courant hyperpolarisant appliqué au repos (juste avant le saut de courant dépolarisant, 

nécessaire à la caractérisation du profil de décharge du neurone enregistré, voir le chapitre 1) 

(figure 34b). Cette réponse est analysée avec la somme de deux exponentielles, la première 

(au décours temporel rapide) permettant d’ajuster la réponse de l’électrode et d’extraire Rs, et 

la deuxième permettant d’ajuster la réponse membranaire et d’extraire deux paramètres 

intrinsèques au neurone enregistré : la résistance d’entrée de la membrane (Rm) et sa 

constante de  temps (τm). 
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Figure 34. Profil de décharge et détermination des résistances série et membranaire du 
neurone pyramidal de couche 5   
(a)  Compensation  de  la  résistance  série  (Rs)  en  mode  courant  imposé.  La  Rs  est  compensée 
visuellement par balancement du pont de Wheastone de  l’amplificateur,  jusqu’au point de rupture 
de pente qui sépare Rs de la résistance membranaire Rm. 
(b) Caractérisation du profil de décharge d’un neurone pyramidal de couche 5 (Vm) par injection d’un 
saut de courant dépolarisant de 1000 ms (Iinj). Un bref créneau hyperpolarisant est aussi appliqué au 
préalable, puis la réponse en potentiel correspondante est ajustée, après acquisition, avec la somme 
de deux exponentielles pour extraire Rm (en rouge) et Rs (non représenté).   

 

 

3.1.4) La relation courant-potentiel (courbe I/V) 

 

A partir des réponses composites enregistrées à plusieurs potentiels imposés (figure 35-A), 

des courbes I/V sont faites en chaque instant (t) de la réponse (figure 35-B). Le calcul de la 

pente de la courbe I/V, en chaque point de la réponse, donne alors le profil du changement de 

la conductance membranaire du neurone pyramidal de couche 5 (« g(t) », d’après la loi 

d’Ohm: U = RI = I/G), évoqué par la stimulation des couches 2/3 ou 6 (figure 35-C).  

(a) 

(b)

Rm
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Ici, les courants membranaires (Im(t)) correspondent à la mesure, à chaque instant t de la 

réponse évoquée, du courant injecté par l’amplificateur pour maintenir Vm égal aux différents 

potentiels imposés (5 à 7 niveaux, voir le chapitre 2). Il est important de préciser que la 

courbe I/V déterminée au pic de la réponse, est linéaire entre – 100 mV et + 30 mV, c'est-à-

dire dans le domaine d’excursion expérimental (i.e. les potentiels imposés autour du potentiel 

de repos des neurones pyramidaux de couche 5) qui est généralement compris entre  

-90 mV et -40 mV (figure 36a). Seuls les neurones présentant des courbes I/V dont le 

coefficient de corrélation de Pearson (pente des régressions linéaires) est supérieur à 0,95 sont 

conservés pour la décomposition de la conductance totale (gT). 

 

3.2) Décomposition des réponses composites évoquées  

  

Les enregistrements sont analysés avec le logiciel spécialisé ElphyTM, développé par 

Gérard Sadoc (UNIC-CNRS). La méthode est basée sur une mesure continue des 

changements de conductance d’une réponse somatique globale évoquée par un stimulus, 

comme décrit initialement in vivo dans le cortex visuel de chat par Borg-Graham et al. (1998) 

et Monier et al. (2003), dans le cortex auditif primaire de rat par Wher et Zador (2003) et sur 

tranches de cortex préfrontal et occipital de furet par Shu et al. (2003). Pour une revue 

complète sur la méthode, voir Monier et al., 2008. Cette méthode permet de déterminer la 

contribution des conductances excitatrice et inhibitrice dans la réponse globale sans aucun 

blocage pharmacologique de l’une ou l’autre des deux composantes, ce qui permet de 

maintenir les interactions fonctionnelles entre neurones glutamatergiques et interneurones 

GABAergiques au sein des microcircuits corticaux ; interactions qui sont par ailleurs 

essentielles au bon fonctionnement des processus neuronaux (Kullmann et Lamsa, 2007).  

  

A partir des courbes I/V déterminées à chaque instant (t) de la réponse composite (figure 35-

B), le changement de conductance total gT(t) est dérivé de la conductance d’entrée en 

retranchant la valeur de la conductance membranaire au repos (grest) (figure 35-C). Dans nos 

conditions expérimentales, l’activité spontanée globale étant très faible, l’activité synaptique 

de repos est nulle. C’est pourquoi grest est estimée sur 90 ms avant le début de la stimulation. 

Le potentiel d’inversion apparent de la réponse, mesuré au niveau somatique Esyn(t), est 

déterminé à l’abscisse du point d’intersection entre, d’une part, la courbe I-V obtenue à 

chaque instant (t) après stimulation et, d’autre part, la courbe I-V obtenue au repos (figure 35-

B). Considérant que le changement de conductance somatique évoqué reflète l’intégration de 
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l’ensemble des entrées synaptiques excitatrices et inhibitrices ayant atteint le soma, Esyn(t) 

caractérise l’évolution dynamique des conductances excitatrices et inhibitrices en réponse à la 

stimulation (figue 36b). Esyn(t) est par conséquent essentiel pour la décomposition de la 

conductance totale en ses composantes excitatrice et inhibitrice. 

 

Le changement de conductance totale gT(t) est décomposée, pour chaque instant (t) de la 

réponse, en deux composantes correspondant à l’activation des courants synaptiques 

excitateurs et inhibiteurs (figure 35-D), chacune d’entre elle étant associée à une valeur de 

potentiel d’inversion connue (Monier et al., 2003) et vérifiée expérimentalement (figure 36a) : 

0 mV pour l’excitation (Eexc) et -80 mV pour l’inhibition (Einh). Le potentiel d’inversion de 

-80 mV correspond à la seule contribution des récepteurs GABAA, les récepteurs GABAB ne 

participant pas (ou très peu) à la réponse évoquée dans cette préparation.  

 

gT(t) est décomposée linéairement en ses composantes excitatrice gE(t) et inhibitrice gI(t) en 

considérant l’équation générale de membrane suivante : 

 

où Cm est la capacité membranaire, Iinj est le courant injecté, Gleak est la conductance de fuite 

et Eleak le potentiel d’inversion de fuite. Gexc(t) et Ginh(t) sont les conductances excitatrices et 

inhibitrices avec les potentiels d’inversion respectifs Eexc et Einh, 

 

et selon l’algorithme de décomposition suivant : 

 

 - si Esyn(t) > Eexc   alors   gT(t) = gE(t) 

  - si Einh < Esyn(t) < Eexc  alors  gT(t) = gI(t) + gE(t) 

 - si Esyn(t) < Einh   alors   gT(t) = gI(t)  

 

Dans nos conditions expérimentales, les valeurs d’intérêt gI(t) et gE(t) sont déterminées, pour 

la deuxième situation, à partir du système suivant de deux équations à deux inconnues : 

 

  gT(t) = gI(t) + gE(t) 

  I(t) = gI(t)[Esyn(t) – Einh] + gE(t)[Esyn(t) – Eexc], 
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les valeurs de Eexc et Einh étant connues (respectivement 0 et -80 mV, figure 36a) et les valeurs 

de  I(t), g(t) et Esyn(t) ayant été déterminées dans les étapes précédentes. 

 

Le changement de conductance globale de la réponse évoquée (gT) est ensuite quantifié en 

intégrale (intgT) sur une fenêtre de 200 ms (figure 35-E). Le calcul des intégrales reflète 

mieux l’évolution de la conductance en fonction du temps (intégration spatio-temporelle des 

entrées synaptiques par la dendrite apicale ; voir en Introduction, le paragraphe 1.3.3 p.94) et 

assure une meilleure reproductibilité expérimentale que la mesure directe du changement de 

conductance au pic.  

  

La contribution des composantes excitatrice et inhibitrice au changement de conductance 

globale est exprimée en calculant le pourcentage de leur intégrale respective par rapport à 

l’intégrale globale (intgE x 100 / intgT et intgI x 100 / intgT). La balance excitation-inhibition 

est alors donnée sous sous la forme « %E - %I ».  

 

Les latences de l’excitation et de l’inhibition sont également calculées, entre le début de la 

stimulation (t = 0) et le pic de conductance excitatrice, ou inhibitrice, de la réponse. 
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Figure 35. Décomposition des réponses composites   
(A)  Réponse  en  courant  d’un  neurone  pyramidal  à  une  stimulation  électrique  des  couches  2/3, 
enregistrée à quatre potentiels imposés (‐60, ‐65, ‐70 et ‐75 mV). (B) Courbes courant/potentiel (I/V) 
déterminées au repos (sur 90 ms, avant la stimulation) et à un instant t1  de la réponse évoquée. Les 
valeurs de grest (conductance membranaire au repos) et de g(t1) (conductance d’entrée de la cellule à 
l’instant t1) sont données respectivement par les pentes de ces deux courbes. La potentiel d’inversion 
apparent de  la  réponse  à  l’instant  t1  (Esyn(t1))  est  calculé  à  leur point d’intersection.  g  et  Esyn  sont 
déterminés pour chaque instant (t) de  la réponse. (C) Changement de conductance global (gT) de la 
réponse  calculé,  à  partir  de  la  courbe  I‐V  à  chaque  instant  t,  sachant  que  gT(t)  =  g(t)  –  grest.  (D) 
Décomposition,  selon  l’algorithme  encadré,  du  changement  de  conductance  global  (gT)  en  ses 
composantes excitatrice  (gE) et  inhibitrice  (gI).  (E) Quantification des changements de conductance 
en  intégrale  (sur une  fenêtre de 200 ms) pour une meilleure reproductibilité expérimentale que  la 
mesure directe du pic de conductance. 
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Algorithme de décomposition

Dans nos conditions : Einh < Esyn(t) < Eexc,

on a alors :

gT(t) = gI(t) + gE(t)
I(t) = gI(t)[Esyn(t) - Einh] + gE(t)[Esyn(t) - Eexc],

où : Einh = -80 mV, Eexc = 0 mV
gT(t), I(t) et Esyn(t) sont des valeurs expérimentales
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Figure 36. Courbes I/V et potentiels d’inversion 

(a)  Courbes  I/V  déterminées  au  pic  de  la  réponse  composite  pour  différentes  conditions 
expérimentales (les expériences sont ici réalisées en présence d’un bloqueur des récepteurs 
NMDA, D‐AP5 à 50 μM). En condition contrôle (noir), le potentiel d’inversion est de – 65 mV. 
Le  potentiel  d’inversion  de  la  composante  excitatrice  de  la  réponse  est  déterminé  en 
présence de bicuculline (blocage de la composante inhibitrice, rouge) et est égal à 0 mV. Le 
blocage  de  la  composante  excitatrice  à  l’aide  de  CNQX  (bleu)  permet  de  déterminer  le 
potentiel d’inversion de l’inhibition, ici estimé à – 80 mV. Il est important de noter que dans 
tous  les  cas,  la  relation  I/V  est  linéaire  dans  la  gamme  de  potentiel  où  sont  réalisés  les 
enregistrements : – 90 à – 40 mV. 
(b) Changement de la conductance totale d’un neurone pyramidal de couche 5 en réponse à 
une  stimulation  électrique  des  couches  2/3  (noir),  et  variation  du  potentiel  d’inversion 
synaptique  associé  (rouge).  Le  potentiel  d’inversion  apparent  au  soma  évolue  dans  la 
gamme de potentiel  où les réponses sont linéaires (i.e. – 90 à  – 40 mV). 

 

3.3) Reconstruction des réponses composites en potentiel et facteur M 

 

 L’évolution du potentiel membranaire des neurones pyramidaux, pendant la réponse 

évoquée, est reconstituée (VrecT, figure 37) à partir du profil de changement de conductance 

déterminé expérimentalement, selon l’équation suivante : 

 
où Cm (la capacitance membranaire) est déterminée à partir de la constante de temps 

membranaire mesurée au repos (Cm=gleak x τm ; voir le paragraphe 3.1.3 p.115). VrecE et 

VrecI sont également déduits de cette équation en considérant que le changement de potentiel 

est uniquement dû au profil des conductances excitatrice ou inhibitrice, respectivement. 

(a)               (b)

gT

Esyn

dVrec(t)
dt =Cm                   -gleak(Vrec(t) - Eleak) - gT(t)(Vrec(t) - Esyn(t)) + Iinj
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Etant donné que la méthode utilisée donne une valeur de gE et gI au niveau somatique (i.e. 

après intégration dendritique), nous n’avons pas d’estimation directe de l’inhibition shuntante 

due à l’activation des récepteurs GABAA dans la partie proximale de la dendrite (Mitchell et 

Silver, 2003 ; Kullmann et al., 2005 ; Mody, 2005 ; et voir dans la partie III de l’Introduction, 

le paragraphe 1.3.1.2 p.85).  

Un moyen de s’affranchir de ce problème est de calculer le facteur M qui reflète le coefficient 

d’atténuation de l’excitation par l’inhibition « shuntante » au niveau dendritique ; atténuation 

qui est efficace lorsque le potentiel membranaire est proche du potentiel d’inversion des ions 

Cl- (composante GABAA dans notre cas). C’est pourquoi, pour estimer l’inhibition 

« shuntante », le facteur M (Koch et al., 1990) est calculé à partir des intégrales (int) de 

VrecT, VrecE et VrecI selon l’équation,  

 

M = (intVrecT - intVrecI)/(intVrecE) 

 

L’inhibition « shuntante » est d’autant plus forte que le facteur M tend vers 0. 

Figure 37. Reconstitution de la réponse composite en voltage 

VrecT (noir), VrecE (rouge) et VrecI (bleu) d’un neurone pyramidal de couche 5 sont représentés sur 
cette  figure,  et  reconstitués  à  partir  du  profil  de  changement  de  conductances  évoqué  par  une 
stimulation des  couches 2/3. Notons que VrecT ne  correspond pas  à une  sommation  linéaire des 
composantes excitatrice (VrecE) et inhibitrice (VrecI). 
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Préambule 

Dans cette section, seront présentés les résultats obtenus d’une part sur la modulation 

sérotoninergique de la balance E-I (partie I) et de sa régulation homéostatique (partie II), et 

d’autre part sur la modulation de la transmission synaptique par le complexe PAK3/Nck2 

(partie III) et par la sous-unité a1 de la v-H+ATPase (partie IV). En parallèle à mon sujet de 

thèse principal (parties I et II), j’ai développé les parties III et IV dans le cadre de deux 

collaborations internes au laboratoire, la première avec l’équipe de Jean-Vianney Barnier et la 

seconde avec l’équipe de Nicolas Morel.  

J’ai aussi contribué, de façon minoritaire (réalisation de quelques expériences 

complémentaires, rédaction des articles), aux travaux de Nicolas Le Roux sur la détermination 

des mécanismes impliqués dans la régulation homéostatique de la balance E-I (voir la partie 

IV de l’introduction). Ceci m’a permis de cosigner trois articles qui sont regroupés en Annexe, 

à la fin de ce manuscrit.   

Certains résultats de ces articles sont des pré-requis fondamentaux pour l’analyse et la 

compréhension des modulations sérotoninergiques de la balance E-I et de sa régulation 

homéostatique, reportées dans les partie I et II de cette section. C’est pourquoi je les 

présenterai en premier lieu. 

 
∴ 

 
(I) “Roles of nitric oxide in the homeostatic control of the excitation-inhibition balance   

       in rat visual cortical networks” 

Le Roux N, Amar M, Moreau AW, Fossier P. 

Neuroscience (2009) 163:942-951.      

Dans cette étude, nous avons observé que le blocage non-spécifique des différentes isoformes 

de la NO synthase (NOS) est capable d’augmenter significativement la balance E-I 

(augmentation de l’excitabilité des neurones pyramidaux de couche 5). En présence d’un 

antagoniste spécifique de la NOS neuronale, aucun changement de la balance E-I n’est induit. 

Ces résultats sont en faveur de l’existence d’un « signal NO » tonique persistant qui 

résulterait de la NOS endothéliale selon l’hypothèse de Hopper et Garthwaite (2006) et qui 

serait primordial dans la régulation du niveau d’excitabilité des réseaux neuronaux.  
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L’application de L-arginine, le substrat de la NOS, provoque une potentiation des entrées 

excitatrices et inhibitrices dans les mêmes proportions que celles observées suite à 

l’application d’un protocole de stimulation à haute fréquence. Par ailleurs, l’application de ce 

protocole après perfusion du substrat, ou en présence d’un bloqueur des NOS, ne permet plus 

l’expression de la potentiation homéostatique (voir en Introduction, le paragraphe 4.3 p.93). 

Ces résultats suggèrent qu’un « signal NO » phasique est nécessaire à la potentiation 

homéostatique des entrées excitatrices et inhibitrices au niveau des neurones pyramidaux de 

couche 5 (en opposition au « signal NO » tonique requis pour la régulation de l’excitabilité 

des réseaux neuronaux). Pour conclure, cet article révèle un aspect de la complexité de la 

neuromodulation de la balance E-I. 

 

∴ 

 

(ii) “Involvement of NR2A- or NR2B-containing N-methyl-D-aspartate receptors in the   

       potentiation of cortical layer 5 pyramidal neurone inputs depends on the     

       developmental stage” 

Le Roux N, Amar M, Moreau A, Fossier P. 

European Journal of Neuroscience (2007) 26:289-301. 

Ce travail met en évidence que la balance E-I ne dépend pas des récepteurs NMDA et de leur 

état d’activation (aucune modification de la balance, que ce soit après le blocage ou 

l’activation pharmacologique de ces récepteurs). Cette dernière observation est fondamentale 

pour l’analyse d’éventuelles modulations de la balance E-I, dans la mesure où des effets 

modulateurs directs sur les récepteurs NMDA ne seront pas détectés (avec le protocole de 

stimulation à 0,05 Hz, utilisé pour ma détermination de la balance E-I). Par ailleurs, nous 

avons mis en évidence que la potentiation des entrées excitatrices, mais aussi des entrées 

inhibitrices, reçues par les neurones pyramidaux de couche 5 requiert obligatoirement 

l’activation des récepteurs NMDA, soit du type NR2B pendant la période critique postnatale 

(rats âgés de 17 à 23 jours), soit du type NR2A en fin de période critique (29 à 32 jours).  

∴ 
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(iii) “Impaired GABAergic transmission disrupts normal homeostatic plasticity in rat  

         cortical networks” 

Le Roux N, Amar M, Moreau A, Baux G, Fossier P. 

European Journal of Neuroscience (2008) 27:3244-56. 

Dans cet article, nous avons mis en évidence que la sur-activation ou le blocage partiel des 

récepteurs GABAA dans les réseaux neuronaux du cortex visuel induit, dans les deux cas, une 

augmentation marquée de la balance E-I. 

Le blocage des récepteurs GABAA (gabazine) entraîne des effets opposés sur l’excitation et 

l’inhibition, à savoir une augmentation de l’excitation et une diminution de l’inhibition. La 

sur-activation des récepteurs GABAA (THIP) entraîne par contre des effets de même signe sur 

les deux composantes, une diminution significative de l’excitation et une diminution plus 

importante de l’inhibition, à l’origine de l’augmentation de la balance E-I. Nous pouvons 

ainsi supposer, dans le cas du blocage des récepteurs GABAA, que la régulation de la balance 

E-I est inopérante alors que dans le cas de leur sur-activation, le contrôle est toujours présent 

(effets similaires sur E et I) mais moins efficace (augmentation de la balance E-I). De plus le 

blocage de l’excitation (CNQX) entraine une diminution d’environ 90% de l’inhibition, ce qui 

montre la nature majoritairement disynaptique de cette dernière dans le réseau stimulé. Ce 

dernier point sera essentiel pour l’analyse des modulations sérotoninergiques de la balance 

E-I. 

L’application d’un protocole de stimulation à haute fréquence (HFS), en présence d’un 

bloqueur ou d’un agoniste partiel des récepteurs GABAA, empêche l’induction d’une 

potentiation de l’excitation et de l’inhibition et entraîne, au contraire, une dépression des 

entrées excitatrices et inhibitrices sur le neurone pyramidal de couche 5. Dans les deux cas, la 

valeur de balance E-I est modifiée après l’application du protocole HFS, ce qui signale une 

perte du contrôle homéostatique de la balance E-I. Afin d’expliquer ce phénomène, un 

bloqueur intracellulaire des canaux Cl- (DNDS) a été perfusé dans le neurone pyramidal de 

couche 5, via le milieu intrapipette. Dans cette condition, l’induction de la potentiation des 

entrées inhibitrices et excitatrices est impossible, ce qui révèle toute l’importance des boucles 

de rétrocontrôle entre le neurone pyramidal de couche 5 et les microcircuits inhibiteurs 

afférents des couches corticales en amont. L’ensemble de ces résultats suggère que les 

neurones pyramidaux de couche 5 régulent l’efficacité des afférences qu’ils reçoivent, afin de 

maintenir une balance E-I stable au niveau somatique.  
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La modulation des boucles de rétrocontrôle par la sérotonine (ou par d’autres 

neuromodulateurs) devrait donc avoir un effet critique dans la régulation homéostatique de la 

balance E-I. 

Enfin, la sur-activation ou le blocage des récepteurs GABAA corticaux conduit à une 

diminution importante de l’inhibition shuntante et par conséquent à une augmentation de la 

composante excitatrice reçue, au niveau somatique, par le neurone pyramidal enregistré. De 

plus, il est intéressant de noter qu’un blocage total de l’inhibition shuntante n’est observé 

qu’en présence d’une forte concentration d’antagoniste GABAergique qui bloque, très 

probablement, à la fois les récepteurs synaptiques et extrasynaptiques. Cette observation 

suggère qu’il faut nuancer l’idée d’une implication exclusive des récepteurs GABAA 

extrasynaptiques dans l’inhibition shuntante. La modulation des ces différents sous-types 

d’interneurones corticaux, ou directement des récepteurs GABAA postsynaptiques, doit être 

un mécanisme supplémentaire de modulation de l’intégration dendritique dans les neurones 

pyramidaux de couches 5 (i.e. via un effet sur l’inhibition shuntante). 

En conclusion, cet article montre le lien étroit entre micro-circuits excitateurs et inhibiteurs 

dans le cortex visuel. La perturbation de ces interactions, quel qu’en soit le sens, altère d’une 

part l’intégration des signaux excitateurs et inhibiteurs réalisée par les neurones pyramidaux 

de couche 5 (modification de la balance E-I), et d’autre part, le fonctionnement bouclé entre 

les neurones pyramidaux de couche 5 et les micro-circuits excitateurs et inhibiteurs afférents 

(perte de la régulation homéostatique). Cette dualité (également observée avec le NO, voir le 

premier article) devra être considérée dans l’analyse des modulations de la balance E-I par la 

sérotonine et ses récepteurs corticaux. 
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I. Etude des rôles de la sérotonine et des récepteurs 5-HT corticaux 
dans la modulation de la balance E-I dans le cortex visuel de rat 
 

 
1) Position du problème 

 

Le cortex reçoit, via la couche 1 et la substance blanche, de très nombreuses projections 

sérotoninergiques issues des noyaux du raphé, dont les ramifications multiples ciblent 

massivement les neurones pyramidaux glutamatergiques et les différentes classes 

d’interneurones GABAergiques des six couches corticales (Dahlström et Fuxe, 1964 ; 

Kosofsky et Molliver, 1987 ; Jacobs et Azmitia, 1992 ; Vu et Törk, 1992 ; Gu, 2002). Parmi 

la grande diversité des récepteurs de la sérotonine (14 sous-types), un seul est de type 

ionotropique (5-HT3) et est associé à une transmission synaptique rapide (ouverture d’une 

perméabilité cationique à dominante sodique). Tous les autres récepteurs sont de type 

métabotropique et sont couplés à diverses voies de signalisation intracellulaire : 5-HT1 

(couplé à Gi/0), 5-HT2 (couplé à Gq/11), 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6 et 5-HT7 (couplés à Gαs) (Hoyer 

et al., 2002).  La répartition des récepteurs 5-HT dans les différentes couches corticales n’est 

pas homogène et certains d’entre eux semblent être préférentiellement associés à une ou 

plusieurs classes particulières d’interneurones (Paspalas et Papadopoulos, 2001 ; Férézou, 

2002). De multiples possibilités de modulation des micro-circuits inhibiteurs apparaissent 

donc selon leur composition neuronale et l’expression plus ou moins sélective des différents 

récepteurs 5-HT. L’activité des micro-circuits excitateurs peut également être modulée par la 

sérotonine, certains sous-types de récepteurs 5-HT étant préférentiellement exprimés dans 

certains domaines des neurones glutamatergiques (i.e. dendrite, soma, segment initial) (Zhou 

et Hablitz, 1999 ; Amargós-Bosh et al., 2004). De plus, plusieurs travaux ont mis en évidence 

une « innervation » sérotoninergique corticale préférentielle sur les interneurones 

GABAergiques plutôt que sur les neurones pyramidaux glutamatergiques (DeFelipe et al., 

1991 ; Paspalas et Papadopoulos, 2001), et l’action modulatrice de la sérotonine sur les 

différentes populations de neurones inhibiteurs apparaît essentielle au bon fonctionnement des 

processus corticaux (Bacci et al., 2005). 

 

Malgré les nombreuses évidences concernant le rôle modulateur de la sérotonine à l’échelle 

des différentes populations neuronales, et malgré la ségrégation morphologique de ses 

récepteurs, ses effets neuromodulateurs n’ont pas été décrits ni quantifiés à l’échelle d’un 

réseau neuronal complexe et de l’intégration dendritique. Comme cela a été expliqué en 
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introduction, la mesure de la balance E-I dans les neurones pyramidaux de couche 5 est un 

bon moyen d’explorer les fonctions modulatrices de la 5-HT, jusqu’alors inconnues à 

l’échelle d’un réseau cortical sensoriel 

 

2) Résultats 

 2.1) “Serotoninergic Fine-Tuning of the Excitation-Inhibition Balance in Rat          

                    Visual Cortical Networks” 

Moreau AW, Amar M, Le Roux N, Morel N, Fossier P. 

 

 

Article publié dans Cerebral Cortex (2009) doi:10.1093/cercor/bhp114 
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-66 mV 

layer 2/3 stimulation 

100 ms 

10 mV 

Moreau et al. - Figures supplémentaires  S1 à S4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S1. Current clamp recordings of L5PN somatic response following layer 2/3 

stimulation with different intensities of stimulation.  

Voltage responses mainly exhibited two components: a fast depolarization followed by long-

lasting hyperpolarization. Stimulation intensity was always set to 2-3 times the amplitude of 

the stimulation necessary to induce a detectable response in current clamp and was weak 

enough to avoid the initiation of action potential in the recorded L5PN. Black arrow 

represents the selected level of stimulation in all experiments. 

Similar responses were obtained with layer 6 stimulation.  
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Moreau et al. - Figures supplémentaires  S1 à S4 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S2. 5-HT fibers in control and pCPA visual cortical slices. 

A. Double staining confocal image illustrating cortical 5-HT fibers (SERT antibody, green) 

and GABAergic interneurons (GAD67 antibody, red) in a 25µm visual cortical slice. 

B. Epifluorescence image of cortical 5-HT fibers in visual cortical slices obtained from NaCl-

injected and pCPA-injected animals. The extensive 5-HT fibers networks observed in control 

animals are totally depleted in pCPA animals.  
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Moreau et al - Figures supplémentaires  S1 à S4  

 

 

Fig. S3. L5PN spiking profiles recorded in control and pCPA slices. 

The excitability behavior of each neuron was characterized by the discharge pattern in 

response to test depolarizing current pulses (+250 pA here). The mean resting potential (-75.1 

± 0.6 mV) and mean resting membrane resistance (255.3 ± 14.2 MΩ) of L5PNs recorded in 5-

HT depleted slices (14 pCPA-injected rats, 75 neurons) did not differ significantly from those 

of the 27 control neurons (NaCl-injected, 4 animals): -74.6 ± 0.7 mV and 264.2 ± 18.9 MΩ, 

respectively. The mean spike amplitude and width did not change significantly after pCPA 

treatment, whereas the spiking threshold was slightly decreased in pCPA slices (see value 

under spiking profile, *p < 0.05, U-test). mAPs: mean of action potentials.  

In control slices (isotonic NaCl-injected animals), the quantification and decomposition of the 

input conductance, evoked by layer 2/3 electrical stimulation, in excitatory and inhibitory 

components showed that the integers of total (intgT), excitatory (intgE) and inhibitory (intgI) 

conductance changes were equal in average to 369.5 ± 31.3, 74.3 ± 6.7 and 295.2 ± 27.4 a.u. 

(arbitrary units) respectively. For layer 6 stimulation, intgT, intgE and intgI values were in 

average 321.4 ± 23.7, 63.6 ± 5.3 and 257.8 ± 19.7 a.u respectively.  

 

Control pCPA

-74 mV

20

mV
0.2 sec

mAPs threshold: -41.2 ± 3.7 mV -37.4 ± 3.1 mV*

mAPs amplitude: 69.2 ± 7.9 mV 68.1 ± 5.2 mV

mAPs width: 3.2 ± 0.4 ms 3.4 ± 0.6 ms
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Moreau et al. - Figures supplémentaires  S1 à S4 

 

The somatic E-I balance in L5PNs, determined as the ratio between intgE (or intgI) and intgT, 

was thus similar with both stimulation locations: 20.1%/79.9% (layer 2/3) and 19.8%/80.2% 

(layer 6).  

In 5-HT depleted slices (pCPA-injected animals), ingT, intgE and intgI values were: 473.7 ± 

34.7, 64.4 ± 4.1 and 409.3 ± 28.4 a.u (layer 2/3 stimulation) or 409.3 ± 35.8, 51.9 ± 4.6 and 

357.4 ± 31.9  (layer 6 stimulation) respectively. The somatic E-I balance determined in 5-HT-

depleted slices was thus equal to 13.6%-86.4% (layer 2/3 stimulation) or 12.7%-87.3% (layer 

6 stimulation). 
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Moreau et al. - Figures supplémentaires  S1 à S4  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S4. Unselective blockade of 5-HT2 receptors simultaneously decreases excitation 

and increases inhibition. 

A. Blockade of 5-HT2A, 2B and 2C receptors with ritanserin (200nM) increased both total 

(gT, black line) and inhibitory (gI, blue line) conductance changes but decreased gE (red line). 

Inset: Relative variations of intgT after 5-HT2Rs blockade, for stimulation in layer 2/3 or in 

layer 6. Similar results were obtained with both stimulation locations. 
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Moreau et al. - Figures supplémentaires  S1 à S4 

 

B. Ritanserin perfusion produced a decrease of the integer of excitation (intgE, red bars) by 

9.1 ± 3.8 % or -12.3 ± 3.3 % and an increased of intgI by 19.7 ± 4.3 % or 17.9 ± 4.0 %,  for 

layer 2/3 or 6 stimulation respectively  (n = 14, p < 0.05 in all cases). 

C. The E-I balance, illustrated as percent of the total conductance change (red bars for 

excitation and blue bars for inhibition), was decreased from 19.8%-80.2% to 15.9%-84.1% 

(layer 2/3, p < 0.05) or from 20.2%-79.8% to 16.4%-83.6% (layer 6, p < 0.001). c: control; R: 

in presence of ritanserin. 

D. Reconstructed voltage drive (VrecT, black line) of the response evoked by layer 2/3 

stimulation in control and ritanserin conditions showing that the excitatory drive of the 

voltage response is decreased after 5-HT2Rs blockade in favour of a larger inhibitory drive. 

The shunting inhibition weakly increased after ritanserin perfusion when layer 2/3 was 

stimulated (M decreased from 0.69 to 0.64, p < 0.05) but was unchanged when layer6 was. 

VrecE: contribution of the unique excitation drive (top grey line). VrecI: contribution of the 

unique inhibition drive (bottom grey line).  
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Moreau et al. – Complément de méthode 

 

 

Single cell reverse transcriptase-PCR 

 

 
     Stable patch clamp recordings were obtained with the following RNase-free recording 

solution: 140 mM KMeSO4, 2 mM MgCl2, 0.5 mM EGTA, 10 mM HEPES, adjusted to pH 

7.2 with KOH. Pipette glass was made RNase free by heating at 200°C for 2h, and both 

electrode holder and silver chloride wire were treated with RNAseAway (Molecular 

BioProducts, Inc., San Diego, CA). The electrode contents (containing ∼3µL of the recording 

solution) were expelled into PCR Eppendorf tubes maintained in glass and containing 3 µL of 

the following 2X RT-mix: 12U RNasin, 60 ng of random hexamers (both Promega, France), 

0.5 mM dNTP, 5mM DTT, 60U of Superscript III and 2X First-Strand Buffer and sterile 

DEPC water (Invitrogen, France). Complete expulsion of the electrode content was achieved 

by gently breaking the tip on the Eppendorf tube wall while applying positive pressure. The 

cDNA was synthesized as per the instruction of the manufacturer (25°C for 5min, 52°C for 

60min, 70°C for 15min). Two rounds of PCR amplification were then performed to minimize 

problems associated with template abundance and PCR products were separated by 

electrophoresis in ethidium bromide-stained 3% agarose gels. 

     First, a multiplex PCR was performed. in a final volume of 60 µL by directly adding in the 

Eppendorf tube containing the cDNA product the following mix: 10 mM Tris/HCL, 50 mM 

KCl, 3 mM MgCl2, 0.5 µM dNTP, 0.5 mM of 5-HT1A primers, 0.4 mM of 5-HT2A primers, 0.7 

mM of 5-HT7 primers, and 2.5 U of Fast Start Taq DNA polymerase (Roche Applied Science, 

France). For the first-round PCR, the thermal cycler (Eppendorf Mastercycler ep gradient) 

was set as follows: 98°C for 30sec, 57°C for 30sec and 72°C for 25sec for 32 cycles. The 

second-round PCR was specific for each 5-HTR subtype and was performed by adding 1µL 

of the first multiplex PCR to Eppendorf tubes containing 10 mM Tris/HCL, 50 mM KCl, 2.5 

mM MgCl2, 0.5 µM dNTP, 0.5 mM of the specific primer and 1U of GoTaq Flexi DNA 

Polymerase (Promega, France). Final products were obtained with 40 amplification cycles: 

95°C for 30sec, 60°C for 30sec and 72°C for 30sec. Ten microliters of the the second-round 

PCR were separated by electrophoresis in ethidium bromide-stained 3% agarose gels.  
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Moreau et al. – Complément de méthode 

 

Restriction digest used PvuII for the 5-HT1A, XhoI for the 5-HT2A and NcoI for the 5-HT7 

receptors (all enzymes were purchased from New England Biolabs, UK). Parallel control 

experiments in which the cellular template for the RT-PCR reaction was replaced by water 

were invariably negative. Additional control experiments where the cytoplasm harvest step 

was replaced by passing the recording electrode tip through the slice tissue were also 

negative. 
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2.2) Rôle modulateur du récepteur  5-HT4 sur la balance E-I 

Je me suis également intéressé au rôle d’un cinquième sous-type de récepteur 5-HT, le 
récepteur 5-HT4. Ce récepteur possède d’intéressantes propriétés modulatrices des courants 
GABAA dendritiques dans les neurones pyramidaux de couche 5 et son activation tend à 
augmenter l’activité spontanée excitatrice dans le cortex (voir le Tableau 1 page 71). 
Sa localisation fine n’étant pas connue, j’ai tout d’abord réalisé l’immunomarquage de ce 
récepteur avec un anticorps commercial (Novus Biological) sur des tranches de cortex visuel 
de rat (figure 38, A-D), avant d’en déterminer l’action modulatrice sur la balance E-I (figure 
38, E-F). 

 
 

 

 
 
 
Figure  38.  5‐HT4  receptors  are  expressed  in  both  pyramidal  neurons  and GABAergic 
interneurons and their blockade decreases the E‐I balance 
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(A) 5‐HT4R labelling in a rat visual cortex slice. The white numbers indicate the different layers. (B‐C), 
Max projection confocal images of 5‐HT4R immunoreactivity in a L5PN (B) or in a layer 4 interneuron 
(C) expressing GAD67 (not shown). D1‐D2, Immunolabelling of 5‐HT4R (red) and GAD67 (green) in the 
layer  4.  White  arrows  indicate  non‐GABAergic  neurons  expressing  5‐HT4R.  White  stars  indicate 
GABAergic interneurons which do not exhibit 5‐HT4‐IR. D3, Merged images of D1 and D2 showing 5‐
HT4‐containing GABAergic interneurons. Scale bars: A, 150 µm; B‐C, 15 µm; D1‐3, 25 µm. (E) Relative 
change  of  intgE  (grey  bar)  and  intgI  (white  bar)  in  a  layer  5  pyramidal  neuron  after  perfusion  of 
GR113808 (500 nM) in response to layer 2/3 or 6 stimulations. Results are presented for two distinct 
classes of L5PNs, segregated on the basis of intgE variations. IntgE is increased (class 1) or decreased 
(class 2) after 5‐HT4R blockade. (F) Bar graph displaying the E‐I balance (black bars: excitation,  light 
grey bars:  inhibition)  for both  classes  (c:  control; G: presence of GR113808).  Error bars  represent 
SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. 

 

Conclusions : 

- le récepteur 5-HT4 est exprimé en grande quantité dans les interneurones GABAergiques des 

couches 3 et 4, et sur certains neurones non GABAergiques (très probablement 

glutamatergiques) de ces mêmes couches. Sa localisation apparait être à la fois somatique et 

dendritique.  

- une proportion non négligeable de neurones pyramidaux de couche 5 exprime le récepteur 5-

HT4, avec un enrichissement au niveau de la dendrite apicale. 

- le blocage du récepteur 5-HT4 a des effets modulateurs bidirectionnels sur les entrées 

excitatrices et inhibitrices enregistrées dans les neurones pyramidaux de couche 5. Lors de 

l’analyse, deux classes d’effets ont été distinguées : augmentation de l’inhibition et de 

l’excitation (moins marquée) d’une part, et légère baisse de l’excitation sans effet sur 

l’inhibition d’autre part. Dans les deux cas, la balance E-I est modifiée en faveur de plus 

d’inhibition. Aucune modification significative du facteur M n’a été observée. 

- les deux classes d’effets pourraient souligner l’existence de deux populations de neurones 

pyramidaux de couche 5 connectées différemment avec les neurones exprimant le récepteur 5-

HT4. Comme c’est le cas pour la régulation des récepteurs GABAA dendritiques (Cai et al., 

2002), cet effet bidirectionnel pourrait aussi être du à des variations de l’activité basale (faible 

ou élevée) de la PKA (principal effecteur intracellulaire du récepteur 5-HT4) dans les 

neurones pyramidaux de couche 5 enregistrés. Un niveau élevé, ou bas, de la PKA 

déterminerait alors, au niveau cellulaire, le type de modulation induite par l’activation des 
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récepteurs 5-HT4 membranaires (e.g. régulation positive ou négative de certains récepteurs-

canaux postsynaptiques et de l’excitabilité neuronale). 

 

Perspectives : 

- afin de vérifier cette hypothèse les expériences devront être reconduites en présence d’un 

inhibiteur ou d’un activateur de la PKA dans la pipette d’enregistrement. Si la direction de la 

modulation dépend effectivement de la variation de l’activité basale de la PKA, le blocage ou 

la sur-activation de cette dernière devrait favoriser l’un ou l’autre des effets observés. Ces 

expériences permettraient éventuellement de différencier un effet sur l’intégration dendritique 

d’un effet modulateur sur les réseaux corticaux en amont. 

- dans ce sens, le blocage partiel des récepteurs GABAA du neurone pyramidal de couche 5 

(par ajout de DNDS dans la pipette d’enregistrement) pourrait aider à différencier les effets 

sur les réseaux inhibiteurs afférents, des effets sur la régulation des récepteurs GABAA 

postsynaptiques.  

- le récepteur 5-HT4 pouvant avoir une activité constitutive (Claeysen et al., 1999), il serait 

enfin intéressant de réaliser des expériences de sur-activation du récepteur (application 

d’agoniste). A l’inverse, la mesure de la balance E-I devra être effectuée chez des souris 

invalidées pour le gène codant le récepteur 5-HT4. Ceci pourrait renseigner sur l’existence 

d’un éventuel signal modulateur 5-HT4 « tonique » dans la tranche cortical.  
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II. Implication du système sérotoninergique dans le contrôle 
homéostatique de la balance E-I 

 

1) Position du problème 

La première partie des résultats a révélé l’action complexe et multiple de la sérotonine sur les 

réseaux neuronaux corticaux et sur l’intégration des signaux qu’ils génèrent dans les neurones 

pyramidaux de couche 5. Les modulations sérotoninergiques de la balance E-I observées 

après le blocage de plusieurs sous-types de récepteurs 5-HT ont toujours été dans une gamme 

proche du « set-point » préalablement défini (20% d’excitation et 80% d’inhibition, Le Roux 

et al., 2006), et aucune modification drastique n’a été reportée (contrairement au blocage 

partiel des récepteurs GABAA qui augmente fortement la balance E-I à 60%-40%, Le Roux et 

al., 2008b). La sérotonine serait alors capable de maintenir l’excitabilité des neurones 

pyramidaux de couche 5 proche de son « set-point » tout en modulant, si nécessaire, 

l’intégration des entrées thalamiques (variation autour du set-point, voir la partie I de cette 

section). Dans ce cas, le système sérotoninergique serait impliqué dans la régulation 

homéostatique de la balance E-I.  

Afin de vérifier cette hypothèse, des protocoles de HFS ont été appliqués en couche 2/3 (voir 

la section Méthode), pour induire des phénomènes de plasticité à long terme de type LTP au 

sein du réseau cortical stimulé, dans différentes conditions expérimentales : contrôle, 

déplétion sérotoninergique, blocage de la recapture de 5-HT ou blocage du récepteur 5-HT1A 

(voir la figure 42 p.156 pour un résumé de ces différentes expériences).  

Dans ces conditions, les protocoles HFS permettent de dépolariser suffisamment le neurone 

pyramidal de couche 5 pour le faire décharger (trains de potentiels d’action). Dans ce cas, et à 

la différence des résultats de la partie I, les boucles récurrentes entre le neurone pyramidal de 

couche 5 et les micro-circuits excitateurs et inhibiteurs en amont sont activées. Il devient alors 

très intéressant de déterminer le rôle modulateur de la sérotonine sur ces boucles de 

rétrocontrôle, rôle qui n’a pu être appréhendé lors de l’analyse des réponses sous-liminaires 

(voir la partie I des Résultats).  

La mesure des conductances évoquées par la stimulation des couches 2/3, avant et après 

application du protocole HFS, renseignera tout d’abord sur l’impact des conditions 

expérimentales sur l’induction et le maintien de la LTP (sur une fenêtre d’une heure). 
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Puis la décomposition de la conductance totale en ses composantes excitatrice et inhibitrice 

permettra de déterminer si la sérotonine est impliquée, ou non, dans le contrôle homéostatique 

de la balance E-I.  

 

2) Résultats  

Selon le protocole illustré par la figure 39 ci-dessous (voir aussi le paragraphe 2.2 p.113 dans 

la section Méthode), j’ai en premier lieu appliqué des protocoles de stimulation à haute 

fréquence (HFS, pour induire une plasticité à long terme) en condition contrôle (perfusion des 

tranches corticales avec le liquide céphalorachidien artificiel seul). Les protocoles HFS ont 

toujours été appliqués en couche 2/3, et cela pour deux raisons. La première est liée à 

l’organisation des projections entre la couche 2/3 et les neurones de couche 5, à la fois 

directes et très bien caractérisées. En effet, la stimulation des neurones et des afférences des 

couches 2/3 permet d’activer le troisième relais cortical de traitement des informations 

thalamiques (voir en Introduction, le paragraphe 1.3.1 p.24 et la figure 4 p.27), pendant 

lequel l’intégration dendritique réalisée par les neurones de couche 5 est cruciale. Le contrôle 

homéostatique de l’activité des réseaux corticaux concernés étant établi (Le Roux et al., 

2006), il m’est apparu essentiel d’en étudier la modulation. La deuxième raison concerne les 

boucles de rétrocontrôle récurrentes entre la couche 5 et la couche 2/3 qui semblent être 

indispensables au contrôle homéostatique de l’activité des neurones pyramidaux de couche 5 

(Le Roux et al., 2008b), et qui seront recrutées par la stimulation choisie. 

 

 

Figure 39. Protocole expérimental de plasticité homéostatique 
La balance E‐I est déterminée avant et après  la perfusion de  la drogue d’intérêt (stimulation de 0,2 
ms à 0,05 Hz). Afin d’étudier  l’effet modulateur de  la drogue  sur  le  contrôle homéostatique de  la 
balance E‐I, un protocole de stimulation à haute fréquence (HFS) est ensuite appliqué (en couche 2/3 
uniquement), puis la balance E‐I est de nouveau déterminée (stimulation de 0,2 ms à 0,05 Hz) après 
15, 30, 45 et 60 minutes. 

 

15 min

Protocole HFSE/I contrôle E/I E/I E/I E/I
30 min 45 min 60 min

E/I drogue

drogue (15 min)
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Afin de vérifier que la stimulation HFS est bien restreinte aux réseaux corticaux d’intérêt, la 

balance E-I a été déterminée en couche 2/3 puis en couche 6, suite à l’application du protocole 

HFS en couche 2/3 uniquement. Comme attendu (Le Roux et al., 2006), les résultats obtenus 

montrent une potentiation homéostatique (d’environ 50%) des entrées excitatrices et 

inhibitrices évoquées par la stimulation des couches 2/3 (figure 40A), et aucun effet 

significatif sur les réponses évoquées par la stimulation en couche 6 (figure 40B). Dans les 

deux cas, la balance E-I est maintenue au niveau de son set-point « 20%-80% » (figure 40C). 

 

Figure  40.  Homeostatic  potentiation  in  layer  5  pyramidal  neurons  depends  on  the 
activation of local cortical networks 
(A)  Relative  change  of  the  integers  of  total  (black),  excitatory  (red)  and  inhibitory  (blue) 
conductances evoked by layers 2/3 stimulation 15, 30, 45 and 60 min after HFS protocol application 
in  layers  2/3  (n  =  23). Note  that both  E  and  I  inputs  received by  layers  5 pyramidal neurons  are 
potentiated on the same proportion. (B) As in A, the HFS was applied in layers 2/3 but the composite 
responses was evoked in layer 6 instead of layers 2/3 (n = 11). No change in excitatory or inhibitory 
conductances  is  observed  under  these  conditions.  (C)  Bar  histogram  representing  the  E‐I  balance 
determined  after  HFS  protocol  application  in  layer  2/3  (cf.  A).  Note  that  the  E‐I  ratio  remained 
unchanged. A similar result was observed with layer 6 stimulation and HFS application in layer 2/3. 
 
 
Les résultats de la figure 40 validant l’approche utilisée, j’ai en premier lieu déterminé l’effet 

global de la 5-HT sur le contrôle homéostatique de la balance E-I par la déplétion 

pharmacologique du système sérotoninergique (injections intrapéritonéales de pCPA, voir le 

matériel et méthode dans Moreau et al., 2009). Dans ces conditions, l’application d’un 

protocole HFS induit une forte potentiation des entrées inhibitrices sur le neurone pyramidal 

de couche 5, et une faible potentiation (non maintenue) des entrées excitatrices (figure 41A). 

Au contraire, une potentiation typique des entrées excitatrices et inhibitrices (en même 

proportion) est observée sur des tranches corticales de rats ayant reçu des injections de sérum 

physiologique (n = 19, NaCl isotonique à 0,9% − non figuré). 
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Alors que la balance E-I est inchangée pour le groupe contrôle (NaCl) après induction du 

protocole HFS, elle est significativement diminuée chez le groupe déplété en sérotonine 

(pCPA, figure 41B), ce qui renforce la prépondérance de l’inhibition déjà observée sur 

tranches pCPA (i.e. sans HFS, voir la figure 3 dans Moreau et al., 2009). Le contrôle 

homéostatique de la balance E-I est donc perdu après déplétion du système sérotoninergique, 

et cette dérégulation est toujours observée 60 minutes après l’application du protocole HFS 

(figure 41C). 

 
Figure 41. Serotonin depletion disrupts the E-I balance homeostatic regulation 
(A)  Relative  variation  of  the  integers  of  total  (black),  excitatory  (red)  and  inhibitory  (blue) 
conductance  changes evoked by  layers 2/3  stimulation, 15, 30, 45  and 60 min  after HFS protocol 
application  in  layers  2/3,  in  5‐HT depleted  slices  (n  =17  ; pCPA‐injected  rats,  200 mg/kg).  (B) Bar 
histogram representing the E‐I balance that was determined after HFS protocol application  in  layer 
2/3 (cf. A), in pCPA or control (NaCl‐injected rats) slices. c : E‐I balance value before HFS induction ; 
each other bar corresponds to 15, 30, 45 and 60 min  (as  in A).  (C) Relationship between  intgE and 
intgI  for  each  recorded  neuron  and  corresponding  linear  regretion  (pCPA  condition).  The  control 
linear  regression  (before  HFS  induction)  and  its  95%  confidence  interval  (dotted  lines)  are 
represented  in black. The  linear regretions calculated 15 (red), 30 (blue), 45 (green) and 60 (violet) 
min after the HFS induction are excluded of the 95% confidence interval of the control regretion.  
 
Pour déterminer l’origine de la perte du contrôle homéostatique, j’ai tout d’abord voulu savoir 

si l’augmentation de la concentration de 5-HT extracellulaire (endogène), et donc l’activation 

de l’ensemble des récepteurs sérotoninergiques de la tranche corticale, avaient un effet 

significatif. Pour cela, le citalopram, un bloqueur sélectif du transporteur membranaire de la 

5-HT (SERT, voir le chapitre 2 p.56 dans la partie II de l’Introduction) a été perfusé sur les 

tranches corticales. Dans ces conditions, aucune potentiation n’a été possible, que ce soit pour 

les entrées excitatrices ou inhibitrices (figure 42A-B, condition citalopram) et la balance E-I 

n’a pas été modifiée (non figuré). Au contraire, le protocole HFS semble provoquer une 
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légère dépression des entrées synaptiques, même si cet effet n’est pas significatif (figure 42A, 

tracé bleu). Ce résultat confirme l’effet globalement inhibiteur de la sérotonine sur la LTP 

corticale (Egadawa et al., 2001), mais ne permet pas de conclure sur le rôle des récepteurs 5-

HT dans le contrôle homéostatique de la balance E-I.   

 

C’est pourquoi, j’ai ensuite réalisé le même type d’expérience en présence d’un antagoniste 

sélectif du récepteur 5-HT1A, le WAY 100635. Les résultats obtenus montrent une perte de la 

régulation homéostatique de la balance E-I (figure 42B, condition WAY 100635) qui se 

traduit par une forte potentiation de l’inhibition associée à une potentiation nettement plus 

faible de l’excitation. Cet effet est similaire à celui observé sur tranches pCPA (bien que la 

légère potentiation de l’excitation soit ici maintenue) et conduit à une augmentation 

significative de la balance E-I (non figuré). La sous-activation, ou un défaut d’activation, du 

récepteur 5-HT1A semble donc altérer le contrôle homéostatique de la balance E-I dans le 

cortex visuel. 

Figure 42. The 5‐HT1AR is required for the E‐I balance homeostatic regulation 
(A)  Relative  change  of  the  total  integer  of  the  composite  response  (intgT)  recorderd  in  layer  5 

pyramidal neurons, after HFS  induction  in  layer 2/3, under  the  following experimental conditions  : 
NaCl‐injected animals (control, orange triangle), 5‐HT depleted slice (pCPA, 200 mg/kg ; white boxes), 
5‐HT1A  blockade  (red  diamons)  or  SERT  blockade  (citalopram,  10  µM  ;  blue  circles).  Dashed  line 
represents  the  relative  value  of  intgT  before  HFS  induction.  (B)  Decomposition  of  the  relative 
changes of  intgT shown  in A,  in  their exitatory  (intgE, red) and  inhibitory components  (intgI, blue). 
Axis’ captions are  the  same  than  in A. Dashed  lines  represent  the  relative value of  intgE and  intgI 
before HFS induction. 

 
Les résultats présentés dans cette seconde partie seront discutés dans la section Discussion & 

Perspectives.  
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III.  Rôle de l’interaction Nck2/PAK3 dans la modulation de la 
transmission synaptique excitatrice 

 

1) Position du problème 

La kinase PAK3, ou “p21-activated kinase 3”, est une serine/thréonine kinase qui est activée 

par sa liaison aux petites GTPases (Cdc42, Rac1), et qui est impliquée dans la réorganisation 

du cytosquelette neuronal et dans la dynamique des épines dendritiques. 

 

Au niveau du système nerveux central, la kinase PAK3 neuronale a un rôle important dans la 

plasticité synaptique et dans les processus d'apprentissage et de mémorisation. Chez 

l’Homme, la mutation du gène PAK3 peut être, à elle seule, à l’origine du retard mental non 

syndromique. L’invalidation du gène PAK3 chez la souris conduit, par exemple, à une 

altération de la potentialisation à long terme (LTP) dans l’hippocampe, à une diminution de la 

signalisation dépendante du facteur CREB et à des défauts cognitifs (Meng et al., 2005). 

La surexpression de certaines formes de PAK3 portant les mutations responsables du retard 

mental, dans des neurones en culture, provoque des anomalies de structure des épines 

dendritiques (Boda et al, 2004 ; Kreis et al., 2007). Les mécanismes moléculaires qui sous-

tendent ces effets sont toutefois inconnus. 

 

En 1999, des travaux réalisés chez la drosophile ont révélé que l’interaction de PAK avec les 

protéines Nck est indispensable pour le guidage axonal correct des axones des 

photorécepteurs de la rétine (Hing et al., 1999). Il est désormais établi que l’interaction 

PAK/Nck est essentielle à l’organisation des cascades de signalisation dépendantes des 

kinases PAK. Bien que les adaptateurs Nck aient un rôle central dans la régulation du 

cytosquelette d'actine, leurs implications dans le contrôle de l’activité neuronale sont 

méconnues. Parmi les membres de la famille Nck, l’adaptateur Nck2 est fortement exprimé 

dans le néocortex (Lein et al., 2007; Cahoy et al., 2008) et est impliqué dans la régulation de 

la plasticité neuronale (Segura et al., 2007 ; Guan et al., 2007 ; Xu et Henkemeyer, 2009). 

 

C’est pourquoi, en collaboration avec le groupe de Jean-Vianney Barnier, j’ai étudié le rôle de 

l’interaction entre PAK3 et son adaptateur Nck2 dans la transmission synaptique 

glutamatergique. Une fois les évidences biochimiques de l’interaction PAK3/Nck2 acquises, 

nous avons conduit deux approches électrophysiologiques complémentaires.  
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La première a consisté à observer les effets de la surexpression d’une forme sauvage, ou d’un 

mutant d’interaction de PAK3, sur l’amplitude et la fréquence des courants postsynaptiques 

excitateurs miniatures (mEPSCs), enregistrés dans des neurones d’hippocampe de souris en 

culture. La mutation utilisée dans ce cas (PAK3-P12A) est connue pour empêcher 

spécifiquement l’interaction de PAK3 avec Nck2. Chaque forme de PAK3 a été étiquetée 

avec une protéine GFP pour permettre l’identification des neurones transfectés. Les mEPSCs 

ont été enregistrés en présence de bicuculine et de TTX dans le bain de perfusion. La TTX 

bloque le déclenchement des potentiels d’action et permet de s’affranchir des libérations 

évoquées par l’activité du réseau.  

La seconde approche a été menée sur tranches de cortex visuel de rat, et a permis de 

déterminer, de façon plus précise, le rôle de l’interaction PAK3/Nck2 dans la régulation des 

courants excitateurs enregistrés dans les neurones pyramidaux de couche 5 (suite à une 

stimulation des réseaux corticaux afférents des couches 2/3). Pour cela, un peptide inhibiteur 

de l’interaction PAK3/Nck2 (mimétique de la première région riche en prolines de PAK3) a 

été injecté dans les neurones de couche 5 via la pipette de patch clamp (des expériences de co-

immunoprécipitation ayant confirmé l’efficacité du peptide d’un point de vue biochimique). Il 

est important de noter que la première approche nous a permis d’explorer le rôle de 

l’interaction PAK3/Nck2 à moyen terme (après au minimum deux jours de transfection) alors 

que la seconde approche renseigne sur des effets rapides (moins d’une heure). 

 

2/ Résultats 

“p21-activated kinase 3 regulates AMPA receptor-dependent synaptic transmission 

through interaction with the Nck2/Grb4 Adaptor” 

 

Emmanuel Thévenot, Alexandre William Moreau, Olivier Goupille, Véronique Rousseau, 

Muriel Amar, Patricia Kreis, Philippe Fossier, and Jean-Vianney Barnier 

 
Article soumis, et en cours de modification 
 

Dans cet article (voir ci-après), j’ai réalisé les expériences de la figure 4 et de la figure 6 et 

participé à la rédaction. 

   

  



 

R
ÉS

U
LT

A
TS

 

159
 

 Principales conclusions : 

 

La surexpression de PAK3-wt (sauvage) dans les cultures de neurones provoque une 

diminution significative de l’amplitude des mEPSCs sans en affecter la fréquence (Fig. 4). 

Cet effet n’étant pas observé avec la surexpression de la forme mutée PAK3-P12A (qui ne lie 

plus Nck2), nous avons conclu qu’il dépend de l’interaction de PAK3 avec son adaptateur 

Nck2. Comme nous l’attendions, l’absence de modification de la fréquence des mEPSCs 

suggère que l’effet modulateur du complexe PAK3/Nck2 sur la transmission synaptique 

dépend d’une signalisation postsynaptique. 

Cette modulation est apparue indépendante d’une modification morphologique des épines 

dendritiques (Fig. 5) et pourrait, au contraire, impliquer une action directe du complexe 

PAK3/Nck2 sur les récepteurs AMPA postsynaptiques.  

Cette hypothèse a été validée par le blocage de l’interaction PAK3/Nck2 dans la dendrite 

apicale des neurones pyramidaux de couche 5 (par dialyse du peptide inhibiteur dans la 

pipette d’enregistrement). L’injection d’une molécule fluorescente (polymère de Dextran-

FITC de 3 kDa) dans les mêmes conditions a permis, d’estimer la vitesse de diffusion du 

peptide inhibiteur utilisé (seulement 1,7 kDa), et de s’assurer qu’il diffuse jusque dans la 

partie distale de la dendrite apicale (en une vingtaine de minutes, non figuré). Nous avons 

observé que l’amplitude des courants synaptiques excitateurs (de type AMPA/kaïnate), 

évoqués par la stimulation des couches 2/3 et enregistrés au niveau somatique après 

intégration dendritique, augmente progressivement après la dialyse du peptide dans le 

cytoplasme. L’augmentation se stabilise ensuite autour d’un plateau correspondant à +40 % 

de l’amplitude initiale (l’effet apparaît en 20-30 minutes) (Fig. 6, peptide « wt »).  

Au contraire, aucune modification de l’amplitude des courants n’a été observée lorsque les 

neurones ont été dialysés avec un peptide muté qui n’interagit pas avec Nck2 (Fig. 6, peptide  

« P12A »).  

 

L’ensemble de ces résultats montre que la kinase PAK3 est impliquée dans une régulation 

négative des courants excitateurs de type AMPA dans le cortex, et que cette régulation 

requiert l’interaction spécifique de la kinase avec son adaptateur moléculaire Nck2 
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Perspectives : 

Ces résultats ont révélé l’effet inhibiteur de PAK3 sur les courants AMPA dans un cortex 

sensoriel, comme cela avait été suggéré dans l’hippocampe (Boda et al., 2004). Néanmoins, 

les mécanismes moléculaires de régulation des récepteurs AMPA sous-jacents ne sont pas 

connus. Ils pourraient impliquer leur dimérisation, leur phosphorylation ou leur trafic 

intracellulaire et leur internalisation (Isaac et al., 2007 ; Essmann et al., 2008), ce qui 

modifierait leur activité ou leur nombre au niveau de la densité postsynaptique. Nos résultats 

ouvrent de nouvelles perspectives de modulation de la transmission excitatrice dans le 

cerveau, par une interaction entre les kinases, leurs adaptateurs moléculaires, et les différents 

systèmes postsynaptiques de régulation de la transmission excitatrice. 
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Abstract 
 
Mutations in the p21-activated kinase 3 gene are responsible for mental retardation and the 
PAK3 protein plays a major role in synaptic plasticity and in learning and memory. Indeed 
PAK3-null mice show cognitive defects, LTP alteration, and a decreased phospho-CREB 
signalling whereas expression of proteins bearing mental retardation mutation in hippocampal 
neurons leads to dendritic spine anomalies. The molecular mechanisms underlying its 
functions remain however unknown. We report here a specific interaction between PAK3 and 
the Nck2/Grb4 adaptor. We showed that, in contrast to PAK1, active and inactive PAK3 
proteins interacted with Nck adaptors since the serine 20 residue which is the major regulation 
site for PAK1 interaction, is not autophosphorylated. A single point mutation in PAK3 at 
proline 12 residue totally abolished this interaction. Expression of wild-type PAK3 in these 
neurons decreased the amplitude of AMPA receptor-dependent miniature EPSCs whereas the 
expression of PAK3-P12A did not. The PAK3 modulation on synaptic transmission is not due 
to modification in the dendritic spine architecture. Perfusion of a PAK3/Nck2 competing 
peptide into layer 5 pyramidal neurons specifically increased evoked AMPA receptor-
dependent currents. These results suggest that PAK3 down regulates AMPA receptor-
dependent synaptic transmission through an undescribed interaction between PAK3 and 
Nck2. 
 
Introduction 
 
Mental retardation is the most frequent human cognitive disease and several genes responsible 
for mental retardation have been identified. Among these genes, PAK3 located on the X 
chromosome, encodes for a p21-activated kinase (PAK) of group I which also includes PAK1 
and PAK2 (Allen et al., 1998). PAKs are effectors of Rac1 and Cdc42 GTPases and play an 
important role in the regulation of cytoskeleton dynamics (Bokoch, 2003). Recent data 
demonstrate their role in synaptic plasticity and in spinogenesis (Kreis & Barnier, 2009). 
Indeed, knockout of PAK3 leads to anomalies in long-term potentiation (LTP) and 
deficiencies in learning and memory (Meng et al., 2005), and expression of PAK3 genes with 
kinase-dead or mental retardation mutations in hippocampal neurons alters spinogenesis 
(Boda et al., 2004; Zhang et al., 2005; Kreis et al., 2007). Nevertheless, how PAK3 regulates 
synaptic plasticity is still largely unknown (Boda et al., 2006; Humeau et al., 2009; Kreis & 
Barnier, 2009).  

PAK proteins need to be recruited to the membrane to be activated by Rac1 and Cdc42 
GTPases. One mechanism for the membrane-recruitment is led by the Nck proteins 
(Nck1/Nckα and Nck2/Nckβ/Grb4) each containing one SH2 domain and three SH3 domains 
(Bagrodia et al., 1995; Bokoch et al., 1996; Galisteo et al., 1996; Lu et al., 1997). They link 
membrane-localized phosphotyrosine residues to proline-rich domain (PRD)-containing 
proteins implicated in cytoskeleton regulation (Buday et al., 2002). 
The Nck/PAK interaction is crucial for PAKs signaling. Indeed, a mutation which abrogates 
Nck interaction generates defects of photoreceptor axon pathfinding in drosophila (Hing et al., 
1999). Moreover the phosphorylation-dependent regulation of the PAK1/Nck1 interaction 
was shown to control cell spreading, polarization, and migration (Zhao et al., 2000; Zhou et 
al., 2003; Fryer et al., 2006). Recent data show that Nck1 and Nck2 play different roles in 
spinogenesis and synaptic plasticity (Pilpel & Segal, 2005; Segura et al., 2007; Xu & 
Henkemeyer, 2009). Interestingly, Nck2 is implicated in dendritic spine morphogenesis 
upstream to EphrinB signaling (Segura et al., 2007) which also regulates AMPA receptor 
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trafficking (Essmann et al., 2008). Thus the notion that interaction between PAK3 and Nck 
adaptors may play a role in synaptic signaling is particularly attractive. 

Here, we report the analysis of the interaction of PAK3 with the Nck adaptors. In contrast to 
PAK1 forming a complex with Nck1, we found that PAK3 interacts preferentially with Nck2. 
Using two distinct methods of quantification, we show that Nck2 is significantly more 
abundant in brain than Nck1 defining a potentially strong neuronal PAK3/Nck2 complex. In 
order to study the physiological effects of the disruption of the PAK3/Nck2 interaction, we 
identified a non-interacting PAK3 mutant. Expression of this mutant in hippocampal neurons 
did not modify spine morphology, but modulated synaptic transmission. Perfusion of a 
competing peptide which inhibits interaction in cortical slice pyramidal neurons strongly 
modified AMPA receptor-dependent synaptic transmission. Our results uncovered new 
aspects of PAK3 function in neuronal signaling through a specific complex with the Nck2 
adaptor. 

Materials and Methods 

Plasmid constructs. The following plasmids were previously described (Rousseau et al., 
2003): the pHA-PAK3-wt plasmid encodes the mouse HA-tagged wild type PAK3 protein, 
the pHA-PAK3-ca plasmid encodes the T421E mutant which displays constitutive high 
kinase activity and the pHA-PAK3-kd plasmid encodes the K297L kinase-defective mutant. 
New mutants and constructs were prepared from pHA-PAK3 plasmid with Pfu polymerase 
(Promega) using procedures based upon the QuickChange protocol (Stratagene) and 
confirmed by sequencing. The mutant of the PAK3 first proline-rich domain (P12A) was 
created using the oligonucleotide set (5’-GCTTGGATAACGAAGAAAAACCCGCGGC 
TCCCCCACTGAGGATGAAC-3’ and 5’-GTTCATCCTCAGTGGGGG AGCCGCGGG 
TTTTTCTTCGTTATCCAAGC-3’). The mutant of the PAK3 serine 20 (S20E) was created 
using the oligonucleotide set (5’-GCTCCCCCACTGAGGATGAACGAGAACAA 
CCGAGACTCTTCAGC-3’ and 5’- GCTGAAGAG TCTCGGTTGTTCTCGTTCATCCTC 
AGTGGGGGAGC-3’).  

All the Flag-tagged PAK3 constructs (wt, kd and P12A) were obtained by KpnI/XbaI 
digestion of the corresponding pHA-PAK3 plasmids and the inserts were ligated into the 
p3X-Flag-CMV-24 vector (Sigma-Aldrich). The BamHI/XbaI fragments of the different HA-
tagged PAK3 constructs described above were subcloned into the BamHI/XbaI linear pEGFP 
vector (Clontech), in order to obtain Green fluorescent protein (GFP)-tagged PAK3 plasmids 
named pGFP-PAK3-wt and pGFP-PAK3-P12A. 

The sequence coding for peptide covering PAK3 amino-acids 2-49 fused to the glutathione S-
transferase (GST) moiety were amplified with the oligonucleotide set (5’-
CAGGATCCTCTGACAGCTTGGAT AACG-3’ and 5’-
GCCTCGAGTCAGCGAAGCCTGGCTTTCTTATTCTTCTC-3’), and the PCR products 
were BamHI/XhoI subcloned into pGEX-6P (GE Healthcare), leading to the pGST-PAK3-(2-
49) constructs (wt and S20E). pGST-PAK3-S4G and pGST-PAK3-S4G/S20E constructs were 
prepared from pGST-PAK3-(2-49)-wt and pGST-PAK3-(2-49)-S20E plasmids respectively 
with Pfu polymerase (Promega) using procedures based upon the QuickChange protocol 
(Stratagene), using the oligonucleotide set (5'-CAGGGGCCCCTGGGATCCTCT 
GACGGCTTGGATAACGAAGAAAAACCCCCAG-3' and 5'-CTGGGGGTTTTTCTTCG 
TTATCCAAGCCGTCAGAGGATCCCAGGGGCCCCTG-3') and confirmed by sequencing. 
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The pGST-Nck2-(SH3)2 plasmid was obtained by amplification of the second SH3 domain of 
human Nck2 with the oligonucleotide set (5'-CGCGGATCCGCCGACCGCATCTACGACC-
3' and 5'-CCGGAATT CAGTCCACCTCCTCCAA GACG-3'), and BamHI/EcoRI cloning 
into the pGEX-6P3 vector. The pRK5-HA-Nck1 and the pRK5-HA-Nck2 plasmids were a 
gift from W. Li (University of Southern California, Los Angeles, California, USA).  

Plasmids expressing GFP-fused GTPases (Cdc42-V12 and Cdc42-N17) were a gift from P. 
Fort (CNRS, CRBM, Montpellier, France) and the DsRed2-PSD plasmid was kindly given by 
D. Muller (APSIC, University of Geneva, Switzerland) 

Antibodies. Immunoblot analyses were performed using anti-HA (12CA5 from Roche 
Diagnostics), anti-Flag (F7425 from Sigma-Aldrich), anti-GST (27-4590D from GE 
Healthcare), anti-β-actin (SC1615 from Santa Cruz), anti-Nck1 and anti-Nck2 (07-099 and 
07-100 respectively from Upstate/Millipore). The specificity of the anti-Nck was tested 
(Supplementary Fig. 1A). A PAK3 specific rabbit polyclonal antiserum was raised against the 
synthetic peptide CASPAAPNKEDIPPSAENA conjugated to keyhole limpet hemocyanin 
(Neosystem). This peptide corresponds to a mouse PAK3 internal sequence (211-229) which 
does not display any identity with other PAKs sequences. Antibodies were affinity-purified 
by Ultralink column chromatography (Perbio Science) after covalent attachment of the 
corresponding peptide, following the manufacturer’s instructions. This antibody is specific of 
PAK3 and cannot detect or immunoprecipitate other members of the PAK family 
(Supplementary Fig. 1B). Rabbit TrueBlot secondary antibody, which do not recognize 
denatured IgG, were purchased from eBioscience. 

COS-7 cell culture and transfection. COS-7 cells were grown in Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 100 U/ml 
penicillin and 100 µg/ml streptomycin (Invitrogen). Plasmid DNA (10 µg) was transfected 
into 3.106 COS-7 cells using the electroporation method with an electroporator (Biorad) as 
described in Rousseau et al. (2003).  

Pull down assay and coimmunoprecipitation. The GST-fused proteins were expressed in E. 
Coli BL21 and purified on glutathione-agarose beads as described by the manufacturer (GE 
Healthcare). Pull down assays were performed as previously described (Rousseau et al., 
2003). Briefly, COS-7 cells were transfected with constructs expressing HA-PAK3 (wt, kd, 
ca, P12A, S20E) with or without GFP-Cdc42 (V12 or N17). Forty hours later, cells were 
washed in cold phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.1 mM orthovanadate and lyzed 
in 50 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 15 mM NaF, 2 mM EDTA and protease 
inhibitor mixture. After 15 min on ice, lysates were cleared by centrifugation at 20,000g for 
15 min. Cleared cell extracts were incubated with 10 µg of GST or GST-Nck2-(SH3)2 
recombinant proteins, immobilized on glutathione beads, for 2 h at 4°C. The beads were 
washed with the lysis buffer and affinity precipitated proteins were analyzed by Western 
blotting using the appropriate antibodies. For coimmunoprecipitation, cell lysates in modified 
Robert's lysis buffer (0.1% Triton X100, 10% glycerol, 20 mM Tris, pH 8.0, 137 mM NaCl, 
50 mM NaF supplemented with protease and phosphatase inhibitors mixture) were 
immunoprecipitated overnight at 4°C, with anti-HA agarose-conjugate (Sigma-Aldrich). 
Immune complexes were separated by electrophoresis and transferred to PVDF membranes, 
before Western blotting analysis, with appropriate antibodies to detect. Expression of 
transfected proteins was checked in each experiment by Western-blotting of Total Cell Lysate 
(TCL) sample. For brain coimmunoprecipitation, 13 days embryonic mouse brains were 
dissected and, as described above, were washed in ice cold PBS, homogenized in lysis buffer 
and incubated for 15 min on ice. Lysate was cleared by centrifugation at 20,000g for 15 min. 
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After clarification with protein-G-agarose (Sigma-Aldrich) for 2 hours at 4°C, 10 µl of anti-
PAK3 antibody or pre-immune serum and 50 µl of protein G-agarose were added for 
overnight incubation at 4°C. Immune complexes were analyzed by Western blotting, with 
appropriate antibodies.   

Immunoblotting. For Western blot analysis, protein samples were separated by 10% SDS-
PAGE and transferred to PVDF membranes (Millipore). Immunodetection was performed 
using the SuperSignal chemiluminescent reagent (Pierce Science). Quantification was 
performed after acquisition with a CCD camera (SynGene) and quantification software 
(GeneSnap and GeneTools, SynGene). Statistical analyses were performed using the Student's 
t test in GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc). All data shown are representative of a 
typical experiment from three independent experiments or more. 

RT-Quantitative real-time PCR. cDNAs were synthesized using the M-MLV reverse 
transcriptase according to the manufacturer’s instructions (Promega) from 2 μg of total RNA. 
Quantitative PCR was performed with a Lightcycler (Roche Diagnostics) using the FastStart 
DNA MasterPLUS SYBR Green I detection protocol as described in Grima et al (2002). The 
reaction mixture was subjected to real-time PCR cycling by hot start followed by multiple 
cycles of denaturing at 95°C for 5 s, annealing at 60°C for 5 s and extension at 72°C for 8 s. 
Mouse �-Actin, Nck1, Nck2 and PAK3 primers sets utilized for real-time quantification were 
obtained from Qiagen (QuantiTect Primer Assay) and used following the manufacturer's 

instructions. The analysis of fluorescence was carried out using LC software version 3.01 
(Roche Diagnostics). 

Kinase assay. For Cdc42-dependent activation, cells were transfected with 10 µg of HA-
PAK3-wt plasmid. To activate the kinase, cleared cell extracts were incubated with increasing 
amounts of recombinant Cdc42-V12 in the presence of 25 µM ATP during 30 min at room 
temperature. Extracts were then immunoprecipitated by incubating them with 4 µl of 12CA5 
anti-HA antibody and 50 µl of protein G-agarose (Sigma-Aldrich) overnight at 4°C. After 
washing the immunocomplexes, aliquots were subjected to immunoblotting to ensure that 
PAK proteins were correctly expressed and immunoprecipitated. For PAK3-N-ter 
phosphorylation by CaMKII, 10 µg of N-ter portion of PAK3 mutants fused to GST were 
incubated with 50 U of recombinant αCaMKII(1-325) (New England Biolabs) for 45 min at 
30°C, in the presence of 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM MgCl2, 2 mM DTT, 0,1 mM 
EDTA, 1.2 mM calmodulin, 2 mM CaCl2, 5 μCi/tube of γ32P-ATP (4500 Ci/mmol, ICN), 10 
μM ATP. 

Tryptic digestion and phosphopeptides mapping. After autophosphorylation or CaMKII 
kinase assays, full-length protein and the N-ter portion of PAK3 were separated on 10% and 
15% acrylamide gels respectively. Gels were dried between two cellophane sheets and 
radioactive bands corresponding to PAK3 were detected by autoradiography. Each band was 
excised and washed 3 times in 45% methanol/10% acetic acid and 3 times in 50% methanol. 
Bands were then resuspended in 25 mM ammonium bicarbonate pH 7.5, containing 25 units 
of trypsin (Promega) for 14h at 37°C. Two dimensional phosphopeptide migrations of tryptic 
peptides were performed as previously described (Konig et al., 2001). Briefly, the lyophilized 
samples were resuspended in 10% acetic acid (5000-10000 cpm/µl), spotted onto 100 µm 
cellulose coated plates (Kodak Chromagram Sheet, Kodak) in 1 µl aliquots, and 
electrophoresed for 3h at 400V in a horizontal electrophoresis unit in pH 3.5 electrophoresis 
buffer (acetic acid 10% and pyridine 1%). Plates were air-dried and chromatographed in 
buffer containing 30% pyridine, 20% butanol and 6% glacial acetic acid until the mobile 
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phase rich the top of the plate. 32P-labeled tryptic peptides were detected by autoradiography 
on Kodak Biomax film for up to 3 days. 

Dissociated hippocampal neurons culture and dendritic protrusions imaging. Primary 
cultures of dissociated hippocampal neurons were prepared from embryonic day 17 (E17) 
mice. Briefly, 300-400 cells/mm² were plated on 18 mm coverslips previously coated with 0.5 
mg/ml poly-L-ornithine and grown in B27-supplemented Neurobasal medium (Invitrogen). 
Cultures were transfected using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) at 16 or 18 days in vitro 
(DIV16 or DIV18) with GFP-constructs with or without pDsRed2-PSD95 (De Roo et al., 
2008). Two days later, neurons were fixed and imaged with a Zeiss LSM 510 confocal 
microscope using the 488 nm band of an argon laser and the 561 nm band of a diode-pumped 
solid-state laser for excitation of GFP or DsRed2, respectively. Healthy and well-
differentiated transfected neurons were selected and cells with a high expression of the 
transgene were excluded. Images were acquired using a 63x objective (1.4 numerical 
aperture), using a frame size of 1024x1024 pixels. For morphometric analysis of spines, we 
used an optic zoom which generated a 50x50 µm cropped image. Because spine density could 
be variable close or far from the soma, dendritic segments were acquired at a distance 
restricted between 50 to 150 µm of the soma. Furthermore, we took z series stacks of 1.8 – 3 
µm (typically 5 – 8 frames) from the bottom to the top of dendrites and used Image J software 
(NIH) to generate image projections. All images were acquired and analyzed blind to 
experimental condition. A minimum of 8 independent cells were analyzed for each construct, 
corresponding to more than 1500 µm of dendrites and 1400 protrusions measured. The 
parameters analyzed were protrusion density and length, measured from the limit of the 
dendrite to the tip of the protrusion using SimplePCI image analysis software (Hamamatsu 
Inc.). The classification of dendritic protrusions, i.e. filopodia versus spine, was verified at the 
same time, using the 3D image stack. Statistical comparisons of spine length and density were 
done using the Student's t test in GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc). All data are 
expressed as mean ± SEM. 

Electrophysiology recording. As described in Seeburg et al. (2008), electrophysiological 
recordings of miniature excitatory postsynaptic currents (mEPSCs) in mouse hippocampal 
cultures were performed in a recording chamber mounted on the X-Y translation stage of an 
upright microscope (Zeiss Axioscop 2 FS+) and perfused (∼ 2ml/min) at room temperature 
(∼25°C) with the following bath solution (in mM) : 119 NaCl, 2.5 KCl, 2.8 CaCl2, 2 MgCl2, 
26 NaHCO3, 1 NaH2PO4, 11 Glucose, 0.01 bicucullin, gassed with 5% CO2/95% O2 at pH 
7.4, TTX (1 µM) was added to block action potentials. Cells were visualized using video-
enhanced differential interference contrast optics and 40X long-working distance water-
immersion lens. Stable whole-cell voltage clamp recordings were performed using a 
Multiclamp 700A amplifier (Axon Instruments) after 5 min of patch stabilization and during 
roughly 5 min in order to obtain at least 100 events per cell. Patch pipettes (3-5 MΩ) were 
filled with an internal solution containing (in mM) : 115 cesium methansulfonate, 20 CsCl, 10 
HEPES, 2.5 MgCl2, 4 ATP disodium salt, 0.4 GTP trisodium salt, 10 sodium 
phosphocreatine, and 0.6 EGTA, at pH 7.25. Data were filtered at 2 KHz by a low-pass 
Bessel filter and sampled at 4 KHz using a Digidata 1322A acquisition board (Axon 
Instruments). Analysis and quantifications were performed off-line with the specialized 
Elphy™ software (Gérard Sadoc, Biologic UNIC–CNRS, France), blind to experimental 
conditions. Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test in GraphPad 
Prism (GraphPad Software, Inc). 
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Peptides perfusion, and patch clamps analysis in cortical slices. In accordance with the 
guidelines of the American Neuroscience Association, 18 to 23-day-old Wistar rats were 
decapitated and their brain quickly removed. A hemisection of the left hemisphere was 
removed, attached to the stage of a Vibratome tissue slicer (Campden Instrument) and 
immersed in ice-cold artificial cerebrospinal extracellular solution containing (in mM): 126 
NaCl, 26 NaHCO3, 10 Glucose, 2 CaCl2, 1.5 KCl, 1.5 MgSO4 and 1.25 KH2PO4 (pH 7.5, 310-
330 mOsm). 250 µm parasagittal slices containing primary visual cortex were cut and 
transferred to a holding chamber filled with the extracellular solution, continuously bubbled 
with 95% O2/5% CO2 and maintained at 36°C. Electrical stimulations (1-10 �A, 0.2 ms, 
every minute) were applied in the layer 2/3 using 1 MΩ impedance bipolar tungsten 
electrodes (TST33A10KT, WPI, Hertfordshire, England) and whole-cell voltage clamp 
recordings of the evoked excitatory postsynaptic currents (eEPSCs) were obtained in layer 5 
pyramidal neurons 10 min after patch stabilization, in the same conditions as described above. 
Stimulation intensity was set to obtain subliminar eEPSCs and cells were held at -80 mV. 
This value is the reversal potential for inhibition in our experimental conditions (Le Roux et 
al., 2006), in such a way that we record only excitatory responses. Furthermore, this was 
checked by CNQX perfusion, the specific inhibitor of AMPA-Kaïnate excitatory receptors 
(Le Roux et al., 2008). Patch pipettes contained 100 µM of either the wt inhibitory peptide 
(EEKPPAPPLRMNSNN) or the P12A mutant peptide (EEKPAAPPLRMNSNN), diluted in 
the following internal solution (in mM): 140 K-gluconate, 10 HEPES, 4 ATP, 2 MgCl2, 0.4 
GTP and 0.5 EGTA (pH 7.3 adjusted with KOH, 270-290 mOsm). The synthetic peptides 
used in the present study were purchased from Genecust at >90% purity and dialyzed against 
patch pipette solution. In order to monitor response stability during the experiments, a control 
recording was systematically performed at the same time in a surrounding layer 5 pyramidal 
neuron using a patch pipette that did not contain the inhibitory peptide. Statistical analyses 
were performed using the Mann-Whitney test in GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc).  

Results  

The PAK3/Nck2 interaction is predominant in brain 

Over the last few years, Nck1 properties to interact with PAKs have been well studied and 
characterized (Bokoch et al., 1996; Galisteo et al., 1996; Zhao et al., 2000; Zhou et al., 2003; 
Fryer et al., 2006). However, the interaction of PAK proteins with Nck2, the second member 
of the family, was poorly documented, despite numerous recent data describing specific 
neuronal functions for Nck2 (Segura et al., 2007; Xu & Henkemeyer, 2009). Here, we 
quantified the capacity of the two adaptors to interact with PAK3.  

In a first step, we analysed the interaction in COS-7 cells cotransfected with either HA-Nck1 
or HA-Nck2 expressing vectors together with PAK3. We found that PAK3 is 
coimmunoprecipitated four times more with Nck2 than Nck1 (Fig. 1A,B), showing that Nck2 
is likely to be the preferential partner of PAK3. Since PAK3 is highly expressed in brain, we 
analyzed the expression of the two Nck adaptors in different tissues including the brain. We 
compared the expression at the RNA level using the quantitative RT-PCR approach with 
specific primers for each adaptor (Fig. 1C). Interestingly, we found that Nck2 transcripts are 
more abundant that Nck1 transcripts in brain. Thus, we analyzed the protein amount of each 
adaptor in mouse brain using antibodies strictly specific for Nck1 or Nck2 proteins and 
showing the same detection efficiency (Fig. 1D, left). The amounts of the two proteins are 
very different (Fig. 1D, right). Indeed, Nck1 expression is very weak in brain,although the 
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Nck2 protein amount is notably higher. Both of these analyses show that Nck2 is the most 
abundant Nck protein in brain. 

To identify the PAK3/Nck2 complex in vivo, we next performed coimmunoprecipitation in 
mouse embryonic brain (E13) extracts (Fig. 1E). We made a highly specific mouse serum 
directed against PAK3 (see Methods and Supplementary Fig. 1) that was used to 
immunoprecipitate mouse brain PAK3 proteins (Fig. 1E, upper panel). It was extremely 
difficult to identify coimmunoprecipitation of Nck protein since these proteins of 47 kDa 
comigrate with immunoglobulin heavy chains (Chen et al., 1998). Nevertheless, we clearly 
observed a band of 47 kDa, specifically detected by Nck2 antibodies, and which was not 
coimmunoprecipitated with the preimmune serum. Nck1 western blot did not show any Nck1 
coimmunoprecipitation in brain extract (data not shown). Altogether, these results suggest 
that PAK3/Nck2 complex is the major complex present in brain. 

The PAK3/Nck2 interaction is not dependent on PAK3 kinase activity  

Several data report that PAK1 binding to Nck1 is dependent on its kinase activity (Zhao et al., 
2000; Zhou et al., 2003). To analyze whether the PAK3/Nck2 interaction is regulated in a 
similar way, COS-7 cells were cotransfected with the Flag-tagged PAK3 wild-type protein or 
the kinase dead (kd) mutant (PAK3-K297L), together with HA-Nck2. To activate PAK3-
wild-type in the cells, we cotransfected the constitutively active Cdc42-V12 GTPase or as 
negative control the inactive Cdc42-N17 mutant. Expression level of GTPases was controlled 
by western blot on cell lysates (data not shown). Surprisingly, we found that the Cdc42-V12-
activated PAK3 protein coimmunoprecipitated with Nck2 (Fig. 2A). The presence of a kinase 
dead mutation did not modify this interaction. Furthermore, the coexpression of a dominant 
negative N17 form of the Cdc42 did not increase coimmunoprecipitation of PAK3 with Nck2. 
To confirm this result, we also analyzed the affinity-precipitation of different PAK3 mutants 
with the GST-immobilized second SH3 domain of Nck2 which is necessary and sufficient to 
interact with the PAK kinases (Fig. 2B) (Bokoch et al., 1996; Galisteo et al., 1996). COS-7 
cells were transfected with HA-tagged wild-type (wt), kinase-dead (kd) and T421E 
constitutively active (ca) PAK3 constructs. All the PAK3 constructs were equally affinity-
precipitated by SH3 domains of Nck2, as revealed by HA-immunoblotting. We also observed 
that in vivo activation of PAK3 protein by coexpressing Cdc42-V12 did not modify Nck2 
interactions in a pull-down assay (data not shown). Altogether our results clearly indicate that 
PAK3 interacts with the Nck2 adaptor independently of its kinase activity.  

The activation-dependent autophosphorylation of PAK1 serine 21 has previously been shown 
to be responsible for suppression of the PAK1/Nck1 interaction (Zhao et al., 2000). 
Interestingly, the sequence surrounding this serine inside the well conserved PPxPPxRxxS 
consensus sequence for SH3 domain binding (Zhao et al., 2000) is PAK isoform specific (Fig. 
2C). Furthermore, the PAK3 amino-acid sequence of the proline-rich domain is conserved 
among all vertebrate for PAK3 proteins (Supplementary Fig. 2). Thus we investigated 
whether the homologous PAK3 serine 20 residue may be an autophosphorylation site to 
regulate this interaction. Bidimensional mapping of the autophosphorylated full-length PAK3 
protein (Fig. 2D), expressed in COS-7 cells and activated by recombinant Cdc42-V12 protein 
indicated multiple autophosphorylated sites in PAK3. The bidimensional analysis obtained in 
a similar experiment performed with the full length PAK3-S20E mutant gave the same map 
suggesting that this serine is not autophosphorylated (data not shown). Using the fact that 
serine 20 is in a good RXXS consensus sequence for CaMKII, we compared the two maps 
from wild type and S20E recombinant N-ter peptides phosphorylated, in vitro, by CaMKII. 
These data clearly indicate that the MNS20NNR tryptic peptide is not phosphorylated upon 



 

R
ÉS

U
LT

A
TS

 

169
 

autophosphorylation (Fig. 2E, arrow). This was confirmed by the comigration of peptides 
from this sample with those obtained from the autophosphorylated wild-type PAK3 (data not 
shown). Altogether, we concluded that the serine 20 residue is not autophosphorylated upon 
PAK3 activation (Fig. 2E,F). We performed similar approaches to demonstrate that the serine 
20 residue of PAK3 is not phosphorylated by some previously reported regulatory kinases 
such as Akt, PKA, CamKII, and suggesting that these kinases do not regulate the PAK3/Nck2 
interaction (Supplementary Fig. 2).  

P12A mutation in PAK3 protein suppresses binding to Nck2 

Mutations of the second proline residue in the first PRD of the different PAK proteins (Fig. 
3A) were described to suppress PAK functions (Hing et al., 1999; Zhou et al., 2003; Fryer at 
al., 2006). In PAK1, mutation of the second proline of this PRD (PP13APPMR18NTS21) 
abolished PAK1/Nck1 interaction (Galisteo et al., 1996). Therefore, in order to investigate the 
role of the PAK3/Nck2 interaction we firstly analyzed the effect of the mutation of the 
homologous proline 12 (P12A) in complex formation. We performed affinity-precipitation 
using the second SH3 domain of Nck2 fused to GST (Fig. 3A). PAK3-P12A full-length 
proteins expressed in COS-7 cells did not precipitate with GST-Nck2 baits although the wild-
type PAK3 protein did. To confirm this result, we analyzed the in vivo Nck2-association of 
PAK3 and two mutated proteins bearing either the P12A mutation or deleted of the first 
twenty N-ter amino-acids (PAK3-ΔNter). Coimmunoprecipitation assays were performed in 
transfected COS-7 cells expressing PAK3 and Nck2 proteins. The HA-tagged Nck2 proteins 
precipitated the Flag-tagged PAK3 (Fig 3B). However, introducing the P12A mutation or the 
small N-ter deletion dramatically decreased (-86.4% ± 9.3% for P12A mutant and -89.2% ± 
4.4% for ΔNter mutant) the interaction of PAK3 with this adaptor (Fig. 3B,C). Since the Nck 
adaptors are the only described partners of the PAK first PRD, the P12A mutant of PAK3 is a 
selective tool to study PAK3/Nck implication in biological processes. 

PAK3 expression induced a decreased of mEPSC amplitude through Nck2 interaction 

Previous reports suggest that PAK3 may regulate AMPA currents (Boda et al., 2004). We 
further investigated the functional role of the PAK3/Nck2 interaction in the mammalian brain 
by analysing miniature excitatory post-synaptic currents (mEPSCs) which are dependent on 
AMPA receptors. DIV18 hippocampal neurons were transiently transfected with either GFP-
PAK3-wt or GFP-PAK3-P12A plasmids. Three days after transfection, stable whole-cell 
patch clamp recordings were performed on fluorescent neurons. We used electrophysiological 
conditions that only allow AMPA receptor-dependent events to be recorded (Le Roux et al., 
2006). During each set of experiments, control recordings were performed on non-fluorescent 
untransfected neurons surrounding the fluorescent cells previously patched. Surprisingly, we 
found that the expression of the wild-type PAK3 proteins produced a decreased amplitude (-
17% ± 0.17%, p<0.001, n=15) of the averaged mEPSCs compared to untransfected neurons 
(Fig. 5A-D), suggesting that PAK3 overexpression down-regulates AMPA currents. In 
contrast, the expression of the PAK3-P12A protein in the same conditions did not modify the 
average amplitude of mEPSCs, indicating that the down-regulation of AMPA currents by 
overexpressed PAK3 protein is dependent of its interaction with Nck2 (Fig. 5E-H). In both 
PAK3-wt and -P12A conditions, no significant change of the mEPSCs frequency was 
observed suggesting that PAK3 did not modify presynaptic functions (Fig. 5D,H). These 
results suggested that PAK3 acts on synaptic transmission through its interaction with Nck2. 

PAK3/Nck2 does not modify dendritic spine architecture  
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In order to determine whether the PAK3/Nck2 modulation observed on synaptic transmission 
is dependent on dendritic spine morphology alteration, dissociated mouse hippocampal 
neurons were transfected with GFP-PAK3-wild type or GFP-PAK3-P12A constructs together 
with the post-synaptic density marker DsRed2-PSD95. The resulting spine morphology was 
analyzed two days later by confocal microscopy (Fig. 4A,B). Transfected neurons were 
healthy and well-differentiated, as previously shown for other expressed PAK3 mutants 
(Kreis et al., 2007). The P12A mutation did not alter PAK3 protein localization in dendrites 
and protrusions. PAK3-wt and PAK3-P12A transfected neurons display spines that possess 
the characteristics of mature synapses with a typical neck and head, and displayed numerous 
and large post-synaptic densities (Fig. 4A,B). We did not find any difference between neurons 
expressing either PAK3-wt or -P12A proteins, in regard to dendrite branching, dendritic spine 
density and spine morphology. These data suggest that expression of PAK3-P12A in 
hippocampal neurons does not alter spine maintenance. Recent data suggests that PSD-95 
overexpression increases spine formation (Nikonenko et al., 2008). Thus we performed 
quantitative analyses on hippocampal neurons transfected only with either GFP-PAK3-wt or -
P12A constructs. Protrusions were classified into two categories: filopodia defined as long 
protrusions without head or widening, and spines defined as protrusions with a mushroom-
like head or enlargement at the tip (Fig. 4C). Statistical analyses revealed that the average 
length of protrusions was not modified in P12A-mutant expressing neurons when compared to 
PAK3-wt transfected neurons (Fig. 4D). Moreover, no significant difference of the protrusion 
density was observed between the two constructs (Fig. 4E). These results suggested that the 
PAK3 modulation of synaptic transmision does not due to spine morphology modification. 

PAK3/NcK2 interaction modulates eEPSC amplitude in acute cortical slices 

Because increasing PAK3 may modify gene expression, the previous outcome on mEPSCs 
may be indirect (Meng et al., 2005). To investigate the direct effect of the PAK3/Nck2 
interaction on synaptic transmission, a 15 amino-acid inhibitory peptide 
EEKPPAPPLRMNSNN corresponding to the interacting part of PAK3 necessary and sufficient 
to bind Nck2 adaptor (Fig. 2C), was designed in order to inject patched neurons (Fig. 6A). 
This peptide was homologous to the PAK1 peptide previously reported to inhibit PAK1/Nck1 
interaction and to inhibit cell migration, cell spreading and to suppress angiogenesis (Zhao et 
al., 2000; Kiosses et al., 2002; Zhou et al., 2003; Fryer et al., 2006). We performed this 
analysis in cortical pyramidal neurons since it was previously reported that inhibition of 
PAK3 by the autoinhibitory domain is greater in this part of brain compared to the 
hippocampus, probably due to the lower expression of PAK in visual cortex than in others 
(Hayashi et al., 2004). The peptide was injected through the patch-clamp pipette into a layer 5 
pyramidal neuron of visual cortex slice from 3 weeks-old rat (Fig 6A) as described by Lledo 
et al. (1998). Time course of peptide diffusion was checked by comparison with the diffusion 
of a fluorescent marker Dextran-FITC polymer of 3000 Da, injected in similar conditions in 
the recorded neuron (data not shown). Patch stability and access resistance over the whole 
time of recording was monitored using a 250 pA hyperpolarizing step before the onset of 
electrical stimulation. Evoked post-synaptic AMPA-receptor-mediated currents were recorded 
at -80 mV every minute for more than one hour in response to layer 2/3 electrical stimulation 
(see method). A non-perfused control neuron was recorded on the same slice in order to verify 
the stability of the evoked postsynaptic response as well as the viability and the neuronal 
network integrity of the organotypic slice (Fig 6A). We found that perfusion of the inhibitory 
peptide induced after a latency of 20-30 minutes a robust and persistent increase of eEPSCs 
amplitude (+41.8% ± 7.7% between 50 to 70 min, p<0.001) (Fig 6B, black squares). This 
AMPA-receptor dependent effect was validated using the AMPA/kainate antagonist CNQX 
which totally abolished the eEPSC (data not shown). In order to verify the specificity of the 
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inhibition, we tested the perfusion of a mutated peptide EEKPAAPPLRMNSNN corresponding 
to the same peptide of PAK3 with a mutation of the proline 12 in alanine, and which is 
homologous to PAK1 peptide previously used as negative control (Kiosses et al., 2002). The 
perfusion of this mutated peptide failed to produce any change in eEPSC amplitude (Fig 6C, 
open dots). This result strongly suggests that the wild type proline-rich peptide specifically 
modify synaptic transmission through the inhibition of the interaction between PAK3 and 
Nck2. Altogether, these results strongly suggest that PAK3 regulates AMPA receptor-
dependent currents through the Nck2 adaptor. 

Discussion  

Among the PAK kinases, PAK3 is the only member for which loss of function is responsible 
for mental retardation, indicating that PAK3 has specific synaptic functions that cannot be 
compensated by the other PAK proteins. The proline-rich domain of PAK3 which interacts 
with the Nck adaptors has an amino-acid sequence that is specific to the vertebrate PAK3 
isoform. We thus analyzed whether the interaction with Nck may support PAK3 specific 
functions. Firstly, we report here a stronger in vivo interaction of PAK3 with Nck2 than with 
Nck1, whereas PAK1 interacts similarly with the two adaptors (Braverman & Quilliam, 
1999). Interestingly we demonstrated that the regulatory mechanism of this complex is 
different from that of PAK1, since the key serine residue of the proline-rich domain of PAK3 
is not autophosphorylated. We also show that Nck2 is more abundant than Nck1 in brain, in 
accordance with independent analyses such as the Allen brain atlas and the neuron 
transcriptome (Lein et al., 2007; Cahoy et al., 2008). Together, these data indicate that PAK3 
forms a complex with Nck2 in brain which may support specific PAK3 function.  

We thus investigated how this complex participates in PAK3 signaling. Whereas invalidation 
of the Nck1 or Nck2 gene suggests a large redundancy of both protein functions (Bladt et al., 
2003; Fawcett et al., 2007), several recent data demonstrate specific roles for each adaptor 
(Guan et al., 2007). In neurons, the specific recruitment of each Nck adaptors is associated 
with the bidirectional signaling of Eph/EphrinB. Nck1 recruitment to Ephrin receptor 
activates JNK and may be involved in WAVE activation (Stein et al., 1999; Pilpel & Segal, 
2005) whereas reverse signaling of EphrinB engagement is specifically mediated by Nck2 
recruitment on the carboxy-terminal phosphotyrosine of EphrinB (Cowan & Henkemeyer, 
2001). In particular, the EphrinB/Nck2 association permits synapse recruitment of the 
scaffold protein GIT1 to promote synaptogenesis (Segura et al., 2007). An attractive 
hypothesis is that the different PAK isoforms act at different Eph/Ephrin pathways based on 
their specific interaction with the two Nck adaptors. Interestingly, whereas the second SH3 
domain of Nck2 may interact with several partners, the first PRD of PAK3 protein mainly 
interacts with Nck2 suggesting that PAK3 may be the key downstream element in the 
EphrinB/Nck2 signaling pathway in synaptic regulation. By demonstrating a strong link 
between Nck2 and PAK3, our data suggest that the EphrinB/Nck2/PAK3 signaling pathway 
may support specific synaptic functions of PAK3.  

To specifically analyze the role of the PAK3/Nck2 complex in neuronal signaling, we did 
experiments based on previously used approaches demonstrating the role of the interaction of 
Nck1 with PAK1 (Zhao et al., 2000; Kiosses et al., 2002; Zhou et al., 2003; Fryer et al., 
2006). The inhibition of the PAK3/Nck2 interaction by a competing peptide rapidly 
modulates synaptic transmission in less than 30 minutes. This result clearly indicates that the 
PAK3/Nck2 complex is implicated in a fast signaling response. Therefore, protein synthesis 
and gene transcription do not appear to be implicated, while phosphorylation, trafficking or 
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anchoring events seem more likely within this timescale. A first hypothesis is that PAK3 may 
regulate synaptic transmission through actin regulation. Indeed PAK3 is an effector of the 
Cdc42 GTPase (Kreis et al., 2008) and may act as an activator of the Lim Kinase/Cofilin 
pathway controlling the actin cytoskeleton (Edwards et al., 1999). Moreover, several proteins 
encoded by X-linked mental retardation genes are also involved in actin cytoskeleton 
regulation and patients with mental retardation display strong spine anomalies, supporting the 
current hypothesis that spine defects may be responsible for cognitive disability in these 
patients (Purpura, 1974; Isaac et al., 2007; Humeau et al., 2009). However neurons expressing 
the wild-type PAK3 protein or the Nck2 non-interacting mutant of PAK3 display the same 
dendritic spine characteristics, indicating that the PAK3/Nck2 interaction is not implicated in 
actin remodelling and spine regulation. Although the PAK3 kinase activity was shown to be 
implicated in synapse formation and synaptic plasticity (Boda et al., 2004), mice invalidated 
for the PAK3 gene did not display spine defects (Meng et al., 2005). This suggests a complex 
relationship between spine dynamics, synaptic plasticity, and X-linked mental retardation. 
The question arises whether PAK3-dependent mental retardation is due to a spine defect 
leading to abnormal synaptic transmission as a secondary event, or whether a first defect in 
synaptic transmission could then generate dendritic spine anomalies. 

We report here that expression of the wild-type PAK3 protein in hippocampal neurons led to 
a decrease of mEPSC amplitude. We did not observe any modification in mEPSCs frequency 
indicating a normal presynaptic spontaneous neurotransmitter release. High frequency 
stimulation in cortical slices indicated a normal NMDA-R response and treatment by the 
AMPA/kainate antagonist CNQX indicated a strictly AMPA-R dependent response. These 
results indicate that PAK3 is involved in the down regulation of AMPA currents. 
Interestingly, this regulation requires the interaction with Nck2 since expression of the P12A 
protein in the same conditions does not modify synaptic currents. The perfusion of the 
competing peptide that inhibits PAK3/Nck2 interaction increases the amplitude of evoked 
EPSC confirming the role of PAK3 in down regulation of AMPA currents and the Nck2 
dependency for this regulation. These results reveal a hitherto unappreciated role of the 
PAK3/Nck2 complex in synaptic transmission. In PAK3 knock-out mice synaptic responses 
mediated by AMPA and NMDA receptors are normal (Meng et al., 2005) suggesting a 
possible compensatory adaptation during development. However, in acute slice hippocampal 
neurons, expression of a mutated truncated PAK3 protein led to a decrease of AMPA currents 
(Boda et al., 2004), in accordance with our results. The precise mechanism by which AMPA-
R functions are regulated is still unknown and may implicate dimerization, phosphorylation 
and interaction mechanisms to regulate trafficking and transmission efficiency (Isaac et al., 
2007). Recent data also showed that EphrinB2 regulates internalization of synaptic AMPA 
receptors (Essmann et al., 2008). It may be an interesting hypothesis that this pathway 
regulates synapse function through the recruitment of the PAK3/Nck2 complex. These results 
open new questions as to how the PAK3/Nck2 interaction is regulated and how this complex 
acts on the dynamic of excitatory synaptic transmission in the brain. 
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Figures & Legends 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1. Preferential binding of PAK3 with Nck2 in vivo. A, Interaction between PAK3 and 
the Nck adaptors. COS-7 cells were cotransfected with plasmids coding for HA-tagged Nck1 
or Nck2 with Flag-PAK3-wt. Nck proteins were HA-immunoprecipitated (IP-HA) and 
visualized after immunoblotting (middle). The PAK3 coimmunoprecipitation was revealed by 
anti-Flag blotting (upper). Protein expression levels in total cell lysates were controlled (not 
shown). B, Quantified relative binding of PAK3 to Nck adaptors. C, mRNAs quantification of 
Nck1, Nck2 in brain. Total mRNAs extracts from adult brain were subjected to quantitative 
RT-PCR. Same hybridation efficiency was obtained for Nck1 and Nck2 primers. D, Nck1 and 
Nck2 protein abundance in brain. The specificity of two antibodies designed against Nck1 and 
Nck2 was tested using recombinant proteins. The anti-Nck1 antibody only recognized the 
GST-Nck1-(96-205) protein (left, middle panel) and the anti-Nck2 antibody specifically 
recognized the GST-Nck2-(101-210) protein (left, lower panel). Simultaneous detection using 
an anti-GST antibody (left, upper panel) verified that both antibodies detected their specific 
isoforms with the same efficiency. Proteins levels of Nck1 or Nck2 adaptors were tested in 
brain in the same experimental conditions with specific Nck1 and Nck2 antibodies. E, Nck2 
interacts with PAK3 in mouse brain. Compared with pre-immune serum, immunoprecipitation 
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of PAK3 from mouse brain lysate, allows detecting Nck2 in immunocomplexes. B, C, 
Comparison with Student's t test: **, p<0.01; ***, p<0.001, n=4. Error bars indicate the SEM.  
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. PAK3/Nck2 interaction is not regulated by autophosphorylation. A, Interaction 
between Nck2 and PAK3. COS-7 cells were cotransfected with plasmids coding for Flag-
PAK3-wt or Flag-PAK3-kd (kinase dead), with either inactive N17 or active V12 mutants of 
GFP-Cdc42 vectors, and with HA-tagged Nck2 plasmid. Nck2 proteins were HA-
immunoprecipitated (IP-HA) and visualized after HA immunoblotting (middle). PAK3 
proteins in immune complexes were revealed by anti-Flag immunoblotting (upper). Protein 
levels in total cell lysates (TCL) were controlled by anti-Flag and anti-HA immunoblotting 
(lower) as GTPase expression using anti-GFP antibody (data not shown). Note that 
coexpression of Cdc42-V12 induced an electrophoretic shift of PAK3-wt protein, indicating 
its activation (Kreis et al., 2007). B, Interaction of various PAK3 mutants with the second 
SH3 domains of Nck2. Wt, constitutively active T421E (ca) and kd forms of HA-PAK3 
proteins expressed in COS-7 cells were incubated with recombinant GST-proteins fused to the 
second SH3 domain of Nck2. Affinity-purified PAK3 proteins (AP) and proteins in TCL were 
revealed by immunoblotting with HA antibodies. C, Amino-acids alignment of the N-terminal 
region of human PAK proteins of group I ("*" for identical, ":" for conserved substitutions 
and "." for semi-conserved substitution). The PRD of PAK proteins (shaded box) is conserved 
but not totally identical. The two critical residues for Nck interaction (Zhao et al., 2000) are 
indicated with squares. D-F, Bidimensional mapping of full length PAK3 (D)  
or PAK3-(2-49) (E, F) tryptic phosphopeptides. Vertical arrows indicate the electrophoretic 
direction, horizontal arrows the chromatography migration. Inclined black arrows indicate the 
serine 20-corresponding peptide and the arrows-heads show an undefined phosphorylation 
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peptide. All data shown are representative of a typical experiment from three independent 
experiments. 
 

 

 

Figure 3. The mutation of the proline 12 of PAK3 abolished the interaction with Nck2. A, In 
vitro interaction of various PAK3 mutants with the second SH3 domains of Nck2. -wt, -P12A 
and -S20E HA-PAK3 proteins were expressed in COS-7 cells and lysates were incubated with 
recombinant GST proteins fused to the second SH3 domain of Nck2. Affinity-purified PAK3 
proteins (AP) and COS-7 expressed PAK3 proteins (TCL) were revealed by western blotting 
with anti-HA antibodies. B, In vivo interaction between Nck2 and PAK3 mutants. COS-7 
cells were cotransfected with plasmids coding for HA-tagged Nck2 with vectors coding for 
3xFlag-PAK3 wild-type (wt), P12A corresponding to the substitution of the proline 12 by an 
alanine (P12A), and ΔNter which corresponds to the deletion of the first 20 amino-acids of 
PAK3 encompassing the proline-rich domain implicated in the interaction with the Nck 
adaptors (ΔNter). Nck2 protein was HA-immunoprecipitated (IP-HA) and revealed after HA 
immunoblotting (middle panel). The presence of PAK3 protein in the immune complexes was 
revealed by anti-Flag western blotting (upper panel). Levels of Flag-PAK3 and HA-Nck2 
proteins in total cell lysates (TCL) were controlled by anti-Flag and anti-HA immunoblotting 
(lower panel). C, Relative binding of PAK3 proteins to Nck2, quantified from four 
independent experiments and averaged after acquisition of the chemiluminescence with a 
charge-coupled device camera. Comparison with Student's t test: ***, p<0.001, n=4. Errors 
bars indicate the SEM. Data shown in the figures A and B are representative of a typical 
experiment from four independent experiments.  
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Figure 4. mEPSC amplitudes in hippocampal neurons are differentially modulated by 
expression of PAK3-wt and P12A non-interacting mutant. A, Representative sample traces of 
5 s recording of mEPSCs of untransfected or GFP-PAK3-wt transfected neurons. Scale bars: 
20 pA and 1 s. B, Cumulative distribution plots, assembled from the first 100 events from 
each cell recorded (n=15 for each condition). C, Quantification of mean mEPSC amplitude 
(mean ± SEM). D, Quantification of mean mEPSC frequency (mean ± SEM). Results are not 
statistically significant. E-H, Samples traces, cumulative distribution and quantification of 
mEPSC amplitude and frequency (mean ± SEM) of untransfected neurons and neurons 
transfected with PAK3-P12A construct. n = 15 cells per condition, ***, p<0.001, Mann 
Whitney test. 
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Figure 5. Expression of PAK3-P12A did not modify dendritic spinogenesis. A,B, Mouse 
hippocampal neurons cotransfected with either GFP-PAK3-wt (A) or -P12A (B), and 
DsRed2-PSD95 present mature spines at DIV18. Confocal images showed transfected 
neurons (PAK3 proteins in green and PSD95 in red) with normal dendritic differentiation and 
accumulation of PSD95 in mature spines. Scale bars represent 30 µm (whole neurons) and 5 
µm (enlargements). C-E, Single transfection of GFP-PAK3-wt or -P12A constructs in 
hippocampal neurons allowed classification (C) of mature spines (arrows) and filopodia 
(arrowheads). Scale bar represents 2 µm. Quantitative analysis of protrusions length (D) or 
density (E). No significant differences for filopodia (F) or spines (S) between the two 
expressed constructs. Data are means ± SEM of measurements obtained from 8-15 cells 
(length of dendrite analyzed: 50-250 µm/cells). 
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Figure 6. Inhibition of PAK3/Nck2 interaction by perfusion of an inhibitory peptide enhances 
evoked AMPA receptor-dependent transmission. A, Schematic representation of simultaneous 
patch-clamp recording. Pyramidal neurons from parasagittal slices of rat primary visual cortex 
were patched on the layer 5 by two pipettes, one of them containing the inhibitory peptide 
whereas the second consists of control recording. The evoked ESPC recording followed the 
electrical stimulation in layers 2/3. B, Significant representation of eEPSC response at two 
different phases. Scale bars: 200 pA and 50 ms. C, Perfusion of PAK3-wt peptide increases 
evoked EPSC recorded in neurons of the layer 5 visual cortex. Post-synaptic inhibition of the 
PAK3/Nck2 interaction by perfusion of the inhibitory peptide induced an increase of more 
than 40% of evoked ESPC amplitude. Control using a non-interacting peptide (P12A) led to 
unmodified amplitudes during more than one hour. (n = 3 cells per condition, p<0.001; Mann 
Whitney test)  
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IV. Rôle de la sous-unité a1 de la v-H+ATPase dans la libération de 
neurotransmetteur : hypothèse du pore de fusion protéique  

 
1) Position du problème 
 
La transmission synaptique évoquée par l’activité neuronale requiert une libération rapide et 

synchrone de neurotransmetteur (NT) dans la fente synaptique. Ce processus est assuré par la 

fusion de vésicules contenant le NT avec la membrane des terminaisons présynaptiques, suite 

à une augmentation rapide et transitoire de la concentration cytosolique de Ca2+. Le consensus 

dégagé par la communauté scientifique (pour revue : Jahn et Scheller, 2006) suggère que 

l’étape finale de fusion des vésicules présynaptiques (i.e. après leur amarrage, ou « docking », 

à la membrane) dépend uniquement d’un complexe d’interaction entre protéines 

SNARE vésiculaires (« v-SNARE ») et protéines SNARE membranaires (« t-SNARE »). Une 

autre hypothèse, suggère que l’étape finale de libération des NT est assurée par la formation 

d’un pore de fusion protéique, qui serait constitué par la superposition de deux domaines V0 

(vésiculaire et membranaire) de la v-ATPase (Morel et al., 2001, Peters et al., 2001 ; Morel, 

2003 ; figure 43b). L’implication de la v-ATPase dans la formation du pore de fusion serait 

alors indépendante de sa fonction, très bien établie, de transport de protons. En effet, l’activité 

« pompe à protons » de la v-ATPase génère le gradient électrochimique nécessaire au 

transport (antiport) des NTs dans les vésicules présynaptiques, en amont de l’étape finale de 

libération (figure 43a).  

Figure 43. Structure et fonction de la v‐H+ATPase et motif tétra‐cystéine 

(a)  Le  gradient  de  protons  généré  par  l’activité  de  la  v‐ATPase  est  essentiel  au  remplissage  des 
vésicules synaptiques en neurotransmetteur (NT). 
(b) Structure  schématique de  la v‐ATPase montrant  les deux domaines  fonctionnelles  :  le domaine 
membranaire (orange) qui est enchâssé dans  la membrane vésiculaire et  le domaine cytoplasmique 
(vert)  qui  est  orienté  vers  le  cytoplasme  des  terminaisons  présynaptiques.  Le  domaine  V1  est 
essentiel pour l’activité de transport de protons de la v‐ATPase. 

NT

NT
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(c)  Description  du motif  tétracystéine  fusionné  à  la  sous‐unité  a1  par  un  « linker ».  Le  composé 
ReAsH contenant deux atomes d’arsenic se fixe sur le motif tétracystéine. Un flash lumineux induit la 
production  d’espèces  réactives  de  l’oxygène  provenant  de  la  transformation  photochimique  du 
composé biarsenique. Ces espèces réactives dénaturent localement la protéine d’intérêt.  

 
 
Plus précisément, des évidences récentes ont suggéré que le domaine V0 contenant la sous-

unité « a » (figure 43b) est impliqué dans la formation du pore de fusion protéique (Hiesinger 

et al., 2005 ; Liégeois et al., 2006). C’est pourquoi, après avoir montré que la sous-unité a1-I 

du domaine V0 est spécifiquement adressée dans les terminaisons synaptiques (Morel et al., 

2003 ; Poëa-Guyon et al., 2006), le groupe du Dr Nicolas Morel a développé une approche de 

photoinactivation de cette sous-unité dans des cultures de neurones hippocampaux ou 

corticaux. Cette approche à trois avantages fondamentaux : elle permet de s’affranchir des 

problèmes de compensation fonctionnelle généralement rencontrés dans les modèles 

d’inactivation génique, elle offre un contrôle interne à l’expérience (avant vs après 

photoinactivation) et surtout, elle permet, grâce à sa résolution temporelle, de différencier un 

effet « pore de fusion » d’un effet « pompe à protons ». Le blocage de la pompe à protons a 

un effet lent et progressif, qui apparaît au fur et à mesure que s’épuisent les réserves de NT 

présynaptiques (Cavelier et Attwell, 2007). Le blocage du « pore de fusion » devrait au 

contraire être quasi immédiat, dans la mesure où il concerne uniquement les vésicules déjà 

amarrées à la membrane et prêtes à libérer leur NT.  

La sélectivité de la photoinactivation, autrement connue sous le nom de « CALI » 

(« Chromophore-Associated Light Inactivation), a été validée sur la synaptotagmine chez la 

drosophile (diminution de la transmission glutamatergique évoquée sans effet sur la libération 

spontanée, Marek et Davis, 2002). Sa résolution spatiale étant de quelques Å et sa résolution 

temporelle étant inférieure à la minute, la photoinactivation est parfaitement adaptée à l’étude 

du rôle d’une seule sous-unité protéique, dans un processus rapide, de libération de 

neurotransmetteur. 

Pour permettre la photoinactivation de la sous-unité a1-I, une étiquette (« tag ») photosensible 

a été fusionnée à l’extrémité N- ou C-terminal de la sous unité a1-I (figure 43c) ainsi qu’à la 

sous-unité « A » de V1. Cette dernière construction a pour but de vérifier que le domaine V1 

(et donc l’activité de transport de protons) n’est pas impliqué dans la formation du pore de 

fusion (au contraire, l’hypothèse considère qu’il se désolidarise de V0 pendant l’exocytose). 
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L’étiquette photosensible, que l’on appellera « tag tétracystéine » (tag-TC), est formée par 2 

fois 2 résidus cystéines séparés par 2 acides aminés. La fixation d’un composé chimique bi-

arsenique (figure 43c) sur le tag-TC de la protéine recombinante rend ce dernier sensible à la 

lumière (contrairement au schéma de la figure 43c, nous avons utilisé un composé « FlAsH », 

dérivé de la fluorescéine et sensible à la lumière bleue). Après perfusion du réactif sur la 

préparation, un flash lumineux (de 30s à 1min) à la longueur d’onde appropriée permet la 

transformation photochimique du complexe TC-réactif bi-arsenique, ce qui provoque une 

production de dérivés réactifs de l’oxygène. Ces  derniers vont ensuite dénaturer, localement, 

la protéine d’intérêt.  

Des plasmides bicistroniques codant pour une protéine GFP et la sous-unité a1-I (ou A) 

taguée avec le motif TC et un motif « Flag » (ce dernier permet de vérifier le bon adressage de 

la construction dans les terminaisons axonales) ont été produits. Des neurones d’hippocampe 

ou de cortex de rat en culture ont ensuite été transfectés avec une de ces constructions 

(l’expression de la GFP permet ici d’identifier des neurones transfectés). A partir de 48 heures 

de transfection, l’enregistrement électrophysiologique de couples synaptiques a permis de 

mesurer la transmission synaptique glutamatergique ou GABAergique, avant et après la 

photoinactivation de la protéine d’intérêt. L’étude de la transmission synaptique 

GABAergique a été privilégiée étant donné la stabilité et la forte amplitude des réponses 

postsynaptiques par rapport à des synapses glutamatergiques (Figure 44). Il est important de 

noter que chaque expérience réalisée a, dans ces conditions, son propre contrôle interne (i.e. 

avant photoinactivation).  

 

Figure 44. Dual recording of GABAergic currents in neuronal culture 
(A) Image illustrating the dual recording configuration with the presynaptic neuron expressing GFP in 
green. Action potentials are  induced  in the presynaptic cell with the  left recording pipette  (current 
clamp mode) and the evoked current responses are recorded  in the postsynaptic cell under voltage 
clamp (bottom right pipette). (B) Continuous stimulation of a GFP‐transfected presynaptic cell leads 
to a robust and stable current response  in the postsynaptic cell. Postsynaptic cell  is clamped at  ‐50 
mV (GABAA current). AP: action potential.  
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2) Résultats 
 
Dans le cadre de cette étude, j’ai (i) réalisé les contrôles électrophysiologiques préliminaires 

aux expériences de photoinactivation, (ii) développé les conditions expérimentales de la 

photoinactivation et (iii) réalisé les premières expériences de photoinactivation. 

 

(i) Dans un premier temps, nous avons vérifié que la transfection n’affecte pas la transmission 

synaptique. Pour cela, des neurones ont été transfectés avec la GFP seule (n = 19) ou avec la 

sous-unité a1 recombinante fusionnée à la GFP (n = 33). Aucun changement significatif n’a 

été observé dans ces deux cas, par rapport aux neurones non-transfectés (non figuré). Nous 

nous sommes également assuré que la GFP n’est pas sensible au flash lumineux (généré avec 

une lampe à mercure), en illuminant des neurones exprimant fortement la GFP. Aucune 

modification des potentiels d’action présynaptiques, ni de l’amplitude des réponses 

postsynaptiques, n’a été observée (n = 13, non figuré). Ces résultats montrent que l’expression 

de la sous-unité a1 « taggée » ne perturbe pas la libération évoquée de NT.  

 

Afin de s’assurer, sur le plan de leur cinétique, qu’un éventuel effet « pore de fusion » (après 

photoinactivation de a1-I) ne soit pas confondu avec un effet « pompe à protons », un 

inhibiteur sélectif des pompes à protons des v-ATPases vésiculaires (la concanamycine) a été 

perfusé sur les cultures de neurones non-transfectés (n = 17). Cette drogue bloque le 

remplissage des vésicules et conduit à la déplétion des terminaisons présynaptiques en NT 

« libérable », lorsqu’elles sont stimulées en continue. 

Lorsque le neurone présynaptique est stimulé toute les 30 secondes (i.e. la fréquence utilisée 

lors des expériences de photoinactivation), la concanamycine (2 µM) n’a pas d’effet rapide 

sur la libération évoquée par les potentiels d’action présynaptique. En effet, l’amplitude des 

réponses postsynaptiques reste constante, en présence de la drogue, pendant 10 minutes 

(figure 45a) ou 5 minutes (figure 45c, synapse « pré-déplétée » dans ce cas). Ensuite, 

l’amplitude des réponses commence à diminuer progressivement, comme attendu (Cavelier et 

Attwell, 2007). L’augmentation de la fréquence de stimulation présynaptique à 1 Hz puis à 2 

Hz entraine une chute irréversible de l’amplitude des réponses postsynaptiques jusqu’à 0 pA, 

signifiant que les réserves vésiculaires présynaptiques de NT ont été totalement vidées. Au 

contraire, lorsqu’une stimulation rapide est appliquée avant l’ajout de concanamycine, la 

diminution de l’amplitude des réponses postsynaptiques est réversible (figure 45c).  
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L’effet « dépléteur » de la concanamycine peut être observé, avec une stimulation à 2 Hz, 

après seulement 4 minutes de perfusion, ce qui suggère une action rapide de cet inhibiteur 

dans notre préparation (figure 45b).  

 

L’ensemble de ces résultats apporte un argument fondamental qui valide l’approche de 

photostimulation utilisée ci-après. En effet, la dénaturation de la sous-unité a1 de la v-ATPase 

entrainera une perte de la fonction « pompe à protons » d’une part, et de la formation, pour le 

moment hypothétique, du pore de fusion V0-V0 d’autre part. Il était donc essentiel de 

s’assurer qu’un probable effet inhibiteur de la photostimulation ne soit pas lié à une déplétion 

des réserves présynaptiques. Dans ce sens, les expériences de concanamycine montrent que 

l’effet dépléteur, consécutif à l’inhibition de la pompe à protons des v-ATPase, n’apparait 

qu’à partir de 10 minutes de perfusion (avec une stimulation basse fréquence, en sachant que 

la drogue a une action rapide dans notre préparation). Comme cela a été évoqué 

précédemment, un blocage du pore de fusion devrait au contraire être quasi immédiat dans la 

mesure où les vésicules présynaptiques ne pourront plus libérer leur NT.  

Figure  45.  The  inhibitory  effect  of  v‐ATPase  H+‐pump  blockade  on  the  synaptic 
transmission appears 10 minutes after drug perfusion 
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(A)  v‐ATPase  H+‐pump  function  blockade  by  concanamycine  has  no  effect  on  the  amplitude  of 
postsynaptic currents before 10 minutes of drug perfusion (with two stimulations of the presynaptic 
cell per minute).  Increasing  the presynaptic  stimulation  frequency  to 1 or 2 Hz permits  to deplete 
presynaptic stores. This effect was irreversible. (B‐C) Same experiments with various combinations of 
drug  concentration  and  presynaptic  stimulation  frequency.  A,  B  and  C  are  representative 
experiments. 
 

 

(ii) Les agents chimiques utilisés pour les expériences de photoinactivation n’ont jamais été 

testés sur des neurones de mammifères. C’est pourquoi il a été nécessaire de vérifier qu’ils 

n’affectent pas la libération de NT. L’expérience présentée sur la figure 46a montrent que le 

réactif bi-arsenique (« lumio ») et le composé nécessaire à l’élimination du bruit de fond 

(« BAL », agent réducteur permettant de limiter la fixation non spécifique du « lumio »), 

n’ont pas d’effet significatif sur la transmission synaptique (n = 9). 

 

Dans les premières expériences de photoinactivation, nous avons observé une modification de 

la forme du potentiel d’action présynaptique après le flash lumineux, qui suggérait un effet 

non sélectif du flash lumineux sur les terminaisons. Il a donc fallu trouver les conditions 

expérimentales optimales (i.e. ratio lumio/BAL, en termes de concentration et de durée de 

perfusion) qui permettent d’éliminer les effets non sélectifs sur le potentiel d’action tout en 

rendant possible la dénaturation de la protéine portant l’étiquette TC. Ainsi, les concentrations 

de lumio et de BAL ont été fixées empiriquement à 2 µM et à 0,5-1 µM, respectivement ; et le 

flash lumineux a été appliqué après 5 minutes de perfusion du lumio suivie de 10 minutes de 

perfusion du BAL. 

  

(iii) Les résultats obtenus avec les neurones transfectés avec la sous-unité a1-I étiquetée en N-

terminal (figure 46b) montrent que la photoinactivation entraine une réduction très rapide, 

d’environ 50 %, de l’amplitude des réponses postsynaptiques (l’effet apparaît en moins de 2 

minutes, contrairement aux effets lents de la concanamycine à la même fréquence de 

stimulation, décrits précédemment). Un résultat similaire a été observé avec un étiquetage en 

C-terminal (non figuré) et la photo-inactivation de la sous-unité A de V1 n’a pas eu d’effet 

significatif sur la transmission synaptique (non figuré).  
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Figure 46. Photoinactivation of  the a1‐I  subunit  in  the presynaptic neuron decreases 
action potentiel‐evoked synaptic transmission 
(A)  The  two  chemicals  required  for  photoinactivation  experiments  (see  D)  have  no  effects  on 
presynaptic action potentials and on postsynaptic current responses. Representative experiment. 
(B)  Brief  blue  light  flash  (30s)  applied  on  the  preparation  decreases  the  postsynaptic  current 
response  when  the  presynaptic  cell  overexpresses  the  photosensible  a1  protein  (TC‐a1  tagged 
neuron, black circles). No change is observed when the presynaptic cell is transfected with GFP alone 
(control neuron, white circles). Representative experiment. This result was triplicated. 
 
 
 
Conclusions et perspectives : 

 

Cette série d’expérience montre pour la première fois que la photoinactivation de la sous-

unité a1 du domaine V0 de la v-H+ATPase altère la transmission synaptique (qu’elle soit 

glutamatergique ou GABAergique), cet effet étant indépendant du remplissage des vésicules 

présynaptiques en NT. L’absence d’effet observée après la photoinactivation de la sous-unité 

A du domaine V1 confirme l’absence d’implication de ce domaine, et donc du transport de 

protons, dans la formation du pore de fusion. Ceci va dans le sens d’une éventuelle 

dissociation de V1 dans l’étape finale de libération des NT, comme le considère l’hypothèse 

du pore de fusion membranaire (Peters et al., 2001). 

 

La diminution d’environ 50% des réponses postsynaptiques suggère qu’une fraction du pool 

de vésicules présynaptique continue de libérer correctement le NT, après le flash lumineux. 

Cette fraction pourrait correspondre aux vésicules contenant la sous-unité a1-I endogène mais 

n’exprimant pas la sous-unité recombinante (tag-TC), ce qui renforce par ailleurs la sélectivité 

de l’approche utilisée.  
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La transfection des différentes sous-unités recombinantes dans des neurones pyramidaux de 

tranches corticales (par balistique) et la mesure de la transmission synaptique dans des 

synapses identifiés (e.g. entre un neurone pyramidal de couche 2/3 et un neurone pyramidal 

de couche 5 ; voir la description de la colonne corticale dans la partie I de l’Introduction, 

page 24), pourront apporter une confirmation des résultats obtenus avec les cultures de 

neurones, dans un système natif complexe. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DISCUSSION & PERSPECTIVES 
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Dans cette discussion générale, j’aborderai les points importants qui n’ont pas été discutés 

dans les parties I et II des Résultats. Puis je conclurai sur les perspectives de mon travail de 

thèse et sur le projet de recherche que je souhaite développer à court terme. 

 

∴ 

 

 

I - Discussion générale 

 

1) Interactions entre systèmes neuromodulateurs 

La déplétion du système sérotoninergique a conduit à une forte diminution de la balance E-I, 

de 20%-80% à 14%-86%, qui est due en partie à une forte augmentation de l’inhibition 

évoquée dans le réseau cortical (suite à la stimulation des couches 2/3 ou 6) (voir la figure 3 

dans Moreau et al., 2009). A ce niveau, il est difficile de savoir si l’effet observé est la 

conséquence d’une réduction de l’activité des neurones glutamatergiques, d’un renforcement 

de l’activité des interneurones GABAergiques ou d’une action complexe sur ces deux 

populations neuronales. Néanmoins, la perfusion de 5-HT sur les tranches pCPA a davantage 

réduit les entrées inhibitrices sur le neurone pyramidal de couche 5, que les entrées 

excitatrices. Bien que ceci suggère un rôle majeur de la 5-HT corticale dans la régulation des 

systèmes inhibiteurs, des effets modulateurs, secondaires à la déplétion sérotoninergique et 

impliquant d’autres systèmes neuromodulateurs, ne peuvent être exclus. La déplétion 

pharmacologique du système sérotoninergique peut par exemple stimuler la génération de 

neurones dopaminergiques (Rodriguez-Pallares et al., 2003) ou conduire à une augmentation 

de l’expression de la NO synthase neuronale (nNOS) dans le cortex de rat (Tagliaferro et al., 

2003). Bien que le blocage de la nNOS n’ait pas d’effet direct à court terme sur la balance E-I 

(Le Roux et al., 2009), il se peut qu’une modification de la signalisation NO neuronale 

pendant la période critique postnatale (i.e. pendant les 4 jours d’injection de pCPA avant P21) 

ait eu un effet sur la balance E-I. En accord avec cet argument, la nNOS est préférentiellement 

exprimée par les interneurones GABAergiques du cortex de rat (Seress et al., 2005) et un 

donneur de NO peut augmenter la fréquence des courants inhibiteurs spontanés et miniatures, 

enregistrés dans des cultures de neurones (Zanelli et al., 2009). Par ailleurs, la déplétion 

néonatale du système noradrénergique provoque une désensibilisation des récepteurs 5-HT1A 

(Dabrowska et al., 2008), suggérant une interaction entre sérotonine et noradrénaline.  
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De façon plus générale, de nombreux travaux ont révélé que la sérotonine module le 

fonctionnement du système dopaminergique (Di Pietro et Seamans, 2007) qui peut diminuer, 

ou augmenter, la transmission synaptique entre interneurones « Fast-Spiking », ou « non Fast-

Spiking » et neurones pyramidaux (Gao et al., 2003) ; ceci pourrait par conséquent influencer 

le fonctionnement intégré des microcircuits corticaux. La sérotonine module aussi le 

fonctionnement du système cholinergique (Cassel et Jeltsch, 1995) et la libération 

d’acétylcholine dans le cortex conduit à une diminution de la balance E-I dans les neurones 

pyramidaux de couche 5 (Lucas-Meunier et al., 2009). Enfin, le système sérotoninergique 

semble pouvoir interagir avec le système des opiacés (Lopez-Gimenez et al., 2008). Dans ce 

dernier exemple, les auteurs ont montré que l’activation du récepteur 5-HT2A, dans des 

tranches corticales de souris, favorise la désensibilisation du récepteur aux opiacés de type 

mu, provoquée par la morphine. 

 

2) Déplétion sérotoninergique et connectivité corticale 

La perfusion de 5-HT exogène sur les tranches déplétées en sérotonine endogène n’a permis 

de restaurer que partiellement la balance E-I vers son « set-point ». Ce résultat peut 

s’expliquer par l’éventuelle redistribution des récepteurs sérotoninergiques (liée à la 

diminution de libération de 5-HT), mais cette hypothèse semble infirmée par les résultats 

obtenus après blocage de la recapture de sérotonine (voir la figure 2 dans Moreau et al., 

2009). En effet, l’augmentation de la concentration de sérotonine extracellulaire a provoqué 

une diminution des entrées excitatrices et inhibitrices (sur le neurone pyramidal de couche 5) 

de façon similaire à ce qui a été observé avec la perfusion de sérotonine exogène sur tranches 

pCPA. Le « schéma » d’activation (globale dans ces conditions) des récepteurs 5-HT ne 

semble donc pas être modifié par la déplétion. Au contraire, et ceci pourrait expliquer le 

caractère partiel de la restauration de la balance E-I, la déplétion a pu entrainer des 

modifications irréversibles de la connectivité entre neurones excitateurs et inhibiteurs du 

réseau cortical stimulé. 

En effet, la déplétion du système sérotoninergique pendant la période embryonnaire (par 

injection de pCPA) peut modifier l’insertion de certains types d’interneurones dans le cortex, 

et peut aussi altérer la maturation des neurones pyramidaux et des neurones GABAergiques 

(e.g. modification de leurs arborisations dendritiques) des couches 2/3 et 5 (Vitalis et al., 

2007). Une déplétion postnatale par une neurotoxine sélective des axones sérotoninergiques 

altère également l’arborisation des interneurones GABAergiques exprimant la calrétinine 
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(Durig et Hornung, 2000). Par ailleurs, l’augmentation de la concentration de sérotonine (par 

blocage de son transporteur membranaire) induit une augmentation de l’expression d’une 

protéine d’adhésion neuronale (NCAM, Varea et al., 2007) qui est connue pour son rôle 

général dans le remodelage cortical chez l’adulte (Kiss et al., 2001).  

Ainsi la forte augmentation de l’inhibition observée après la déplétion sérotoninergique 

pourrait être due à une modification postnatale de l’architecture et du poids des réseaux 

inhibiteurs corticaux. Dans ce sens, les modulations observées avec le bloqueur de recapture 

et avec les antagonistes des récepteurs 5-HT sur des tranches non déplétées ont été, dans tous 

les cas, plus marquées pour les signaux inhibiteurs que pour les signaux excitateurs. Ceci 

suggère alors des interrelations « préférentielles » entre la sérotonine et les réseaux 

inhibiteurs.  

Enfin, la perte du contrôle homéostatique de la balance E-I sur tranches déplétées en 5-HT 

(voir la partie II des Résultats ainsi que le paragraphe 4 ci-après) renforce l’idée d’une 

modification de l’architecture des connexions neuronales dans le réseau cortical stimulé 

(après déplétion). En effet, le maintien de la balance E-I autour de son « set-point » dépend 

d’un « pattern » précis de projections entre les différents étages de la colonne corticale (Le 

Roux et al., 2008a,b), toute modification de ce « pattern » de connectivité pouvant alors 

altérer le maintien de la balance. 

 

3) Sérotonine et intégration dendritique 

 3.1) Modulation sérotoninergique de l’inhibition shuntante 

 Bien que ne comptant que pour 1% des entrées synaptiques sur un neurone pyramidal, 

l’inhibition proximale est extrêmement puissante et est déterminante dans le contrôle de 

l’intégration dendritique (Trevelyan et Watkinson, 2005). C’est pourquoi nous avons estimé 

les modulations de l’inhibition shuntante, ou silencieuse, agissant au niveau proximal de la 

dendrite apicale des neurones pyramidaux de couche 5 (voir dans la section Introduction, le 

paragraphe 1.3.1.2 p.85, et dans la section Méthode, le paragraphe 3.3 p.121). L’inhibition 

shuntante (absence de courant ionique hyperpolarisant, mais diminution locale de la résistance 

membranaire) peut diminuer sensiblement les entrées synaptiques et modifier la fenêtre 

temporelle d’intégration dendritique (Semyanov et al., 2004), ce qui a pour conséquence de 

moduler le traitement cortical des informations sensorielles (Mitchell and Silver, 2003).  
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Nous avons montré que la sérotonine corticale peut, par l’activation de populations 

d’interneurones spécifiques dans les couches supérieures (stimulation des couches 2/3),  

diminuer (via l’activation des récepteurs 5-HT2A ou 5-HT7) ou augmenter (via l’activation du 

récepteur 5-HT3) l’inhibition shuntante dans les neurones pyramidaux de couche 5. De façon 

très intéressante, aucune modification de l’inhibition shuntante n’a été observée avec les 

stimulations de la couche 6, excepté dans le cas du blocage du récepteur 5-HT2A (diminution 

du shunt). Dans cette dernière configuration, nous supposons que des sous-populations 

d’interneurones de couche 6, exprimant le récepteur 5-HT2A (e.g. interneurone de type “basket 

cell” ; voir dans Moreau et al., 2009, les donnés obtenues en RT-PCR sur cellule unique), 

libèrent du GABA dans la partie proximale de la dendrite apicale, ce qui modulera 

l’intégration dendritique. La modulation continue de ces populations d’interneurones par une 

libération tonique de sérotonine pourrait donc constituer un mécanisme dynamique (i.e. selon 

l’état d’activité des noyaux du raphé) de l’intégration dendritique in vivo. 

3.2) Sérotonine et potentiels d’action rétropropagés 

Les modifications de l’inhibition shuntante (après blocage d’un récepteur 5-HT) ont 

toujours été associées à un changement significatif de la balance E-I déterminée au niveau du 

soma des neurones pyramidaux de couche 5. Ceci révèle que l’effet modulateur de la 

sérotonine − sur les populations d’interneurones ciblant spécifiquement les dendrites 

proximales, ou directement sur les récepteurs-canaux GABAA dendritiques − peut avoir un 

impact important sur l’intégration dendritique de l’ensemble des entrées synaptiques en 

amont, et finalement sur le niveau d’excitabilité somatique des neurones pyramidaux de 

couche 5. De plus, des modulations sérotoninergiques locales de la résistance (i.e. shunt) ou 

du potentiel (i.e. hyperpolarisation) membranaire dans la partie proximale de la dendrite 

apicale, pourraient limiter la rétropropagation des potentiels d’action somatiques (Sandler et 

Ross, 1999 ; voir dans l’Introduction, le paragraphe 1.3.2.3 p.90). De telles modulations 

influenceraient alors, de façon complexe et rétrograde, le fonctionnement de la boucle 

d’intégration corticale (voir la figure 31 p.103). Ceci indique toute l’importance de déterminer 

le rôle modulateur de la sérotonine sur les populations d’interneurones exprimant certains 

récepteurs 5-HT (e.g. cellules de Martinotti de couche 6 exprimant le récepteur 5-HT2A ou 

interneurones des couches 2/3 exprimant le récepteur 5-HT3) et ciblant spécifiquement les 

dendrites des neurones pyramidaux. Dans ce but, et afin de préciser ces fonctions 

modulatrices jusqu’alors inexplorées, l’enregistrement électrophysiologique de signaux 
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excitateurs à différents niveaux de la dendrite, associé ou non à la stimulation de synapses 

inhibitrices proximales identifiées doit être envisagé.  

 

4) Sérotonine, « set-point » et contrôle homéostatique de la balance E/I  

Les résultats décrits dans Moreau et al. 2009 révèlent que la sérotonine module finement la 

balance E-I, et que son action requiert l’activation de récepteurs 5-HT spécifiques dans la 

colonne corticale. Néanmoins, cette approche n’a pas permis d’appréhender les effets 

modulateurs de la 5-HT sur les rétroprojections établies entre les neurones pyramidaux de 

couche 5 et les microcircuits des couches 2/3 et 4 en amont. Or, comme cela a été expliqué 

dans le préambule de la section Résultats, le recrutement de ces boucles de rétrocontrôle est 

d’une part, essentiel pour la régulation homéostatique de la balance E-I atour de son « set-

point » et est, d’autre part, très probablement effectif in vivo lorsque les neurones de couche 5 

sont stimulés (Domenici et al., 1995). L’application d’un protocole de stimulation à haute 

fréquence (HFS) en couche 2/3 a permis à la fois, de modifier le poids de certaines synapses 

dans le réseau cortical stimulé, et de recruter les rétroprojections établies par le neurone 

pyramidal de couche 5 enregistré (Le Roux et al., 2006). Ces premiers résultats nous ont 

permis de déterminer le rôle de la sérotonine dans le contrôle homéostatique de la balance E-I 

et dans la modulation des mécanismes sous-jacents. 

En situation de blocage du transporteur membranaire de la sérotonine par le citalopram 

(pendant l’application du protocole HFS), il n’a pas été possible de potentier les entrées 

synaptiques sur le neurone pyramidal de couche 5. Cette observation rappelle l’action 

inhibitrice de la sérotonine endogène sur la LTP, rapportée par Edagawa et al. (2001), mais ne 

permet pas de conclure sur son rôle dans la régulation homéostatique de la balance E-I. 

Par contre, la déplétion de la sérotonine endogène (tranches pCPA) a conduit à une perte de la 

régulation homéostatique de la balance E-I (voir la figure 41 p.155). En effet, les entrées 

synaptiques inhibitrices sont dans ce cas fortement potentiées après le protocole HFS, alors 

que les entrées excitatrices ne le sont pas. Ainsi, la diminution de la balance E-I observée sur 

tranches pCPA dans des conditions de stimulations « contrôle » (voir la figure 3 dans Moreau 

et al., 2009) se trouve amplifiée après stimulation à haute fréquence du réseau cortical (HFS). 

 

La sérotonine corticale apparaît donc essentielle pour la détermination de la valeur du « set-

point » ainsi que pour la régulation homéostatique de la balance E-I. Considérant que les 

injections de pCPA ont été réalisées pendant la période critique postnatale (autour de P16, 
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et sur quatre jours consécutifs), le contrôle sérotoninergique du « set-point » de la balance E-I 

pourrait être sous-tendu par l’action trophique de la 5-HT sur la mise en place des structures 

corticales (voir le paragraphe 2 précédent).  

Le contrôle homéostatique de la balance E-I, ou de tout autre système, requiert des 

mécanismes effecteurs qui ramènent la balance vers son « set-point » en cas de dérégulation 

du système (voir page 108 de l’Introduction, le paragraphe 4). Parmi ceux-ci, les 

rétroprojections des neurones pyramidaux de couche 5 sur les microcircuits excitateurs et 

inhibiteurs en amont pourrait être une cible privilégiée de la 5-HT corticale. Pour préciser 

cette hypothèse, j’ai appliqué des protocoles HFS en présence d’un antagoniste sélectif du 

récepteur 5-HT1A. L’expression importante de ce sous-type au niveau du soma et du segment 

initial de l’axone des neurones pyramidaux de couche 5, en fait un bon candidat pour la 

modulation sérotoninergique des boucles du rétrocontrôle cortical. Une perte de la régulation 

homéostatique de la balance E-I a été observée après blocage du récepteur 5-HT1A (voir la 

figure 42 p.156), avec un profil de potentiation des entrées synaptiques quasi similaire à la 

condition pCPA (forte potentiation de l’inhibition, accompagnée d’une faible potentiation de 

l’excitation). Ce résultat contraste fortement avec les observations réalisées lors des 

stimulations sous liminaires en présence d’un antagoniste des récepteurs 5-HT1A (voir la 

figure 4 dans Moreau et al., 2009), à savoir une augmentation en même proportion de 

l’excitation et de l’inhibition, sans modification de la balance E-I. Ce résultat suggère donc (i) 

que l’activation, ou non, du récepteur 5-HT1A sur les neurones pyramidaux détermine l’état du 

rétrocontrôle de la couche 5 sur les couches corticales supérieures et (ii) que son rôle dans la 

régulation homéostatique de la balance E-I est essentiel.  

Pour confirmer cette hypothèse, il est maintenant nécessaire d’étudier la régulation 

homéostatique de la balance E-I sur des souris invalidées pour le récepteur 5-HT1A. Des 

expériences de co-perfusion du citalopram avec l’antagoniste du récepteur 5-HT1A seraient 

également un bon complètement, d’autant plus qu’elles reproduiraient – a bien plus court 

terme toutefois – un des protocoles thérapeutiques utilisé pour le traitement de la dépression 

(voir page 76 de l’Introduction, le chapitre 7).  
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5) Topographie sérotoninergique corticale 

Les effets modulateurs différents observés entre la stimulation des couches 2/3 et la 

stimulation de la couche 6, après blocage pharmacologique des récepteurs 5-HT2A ou 5-HT3, 

constituent deux évidences fonctionnelles qui renvoient à la spécificité des projections 

sérotoninergiques corticales issues des différents noyaux du raphé. En effet, la ségrégation 

corticale des récepteurs 5-HT corticaux que nous avons décrite (voir Moreau et al., 2009) doit 

être corrélée à une possibilité d’activation sélective de certaines fibres sérotoninergiques 

corticales par le raphé. Nous pouvons alors proposer qu’en fonction de leur localisation dans 

la colonne corticale, les fibres sérotoninergiques afférentes activent des pools de récepteurs 5-

HT particuliers et modulent sélectivement, et transitoirement, les différents étages de 

traitement de l’information dans la colonne corticale (voir, par exemple, la figure 6 dans 

Moreau et al., 2009, et la figure 47 ci-après). Dans cette optique physiologique, il faut 

considérer que chaque noyau du raphé peut avoir une topographie de projections dans le 

cortex qui lui est propre, l’activation d’un noyau du raphé particulier pouvant conduire à un 

effet modulateur spécifique (Amargós-Bosch et al., 2004). C’est par exemple le cas dans 

l’hippocampe où les terminaisons sérotoninergiques en provenance du raphé médian ne 

ciblent pas tous les sous-types d’interneurones GABAergiques, mais « sélectionnent » ceux 

exprimant certains marqueurs biochimiques et en « excluent » autant d’autres (Freund, 1992 ; 

Papp et al., 1999). 

En considérant uniquement le neurone pyramidal de couche 5, des projections spécifiques 

doivent permettre au système sérotoninergique de moduler les différents compartiments 

d’intégration des entrées thalamiques et d’émission des réponses neuronales (figure 47) :  

- dendrites distales (via l’activation des récepteurs 5-HT2A et/ou 5-HT7 des cellules de 

Martinotti des couches profondes et leur projection axonale ascendante), 

- dendrite apicale proximale (via l’activation des récepteurs 5-HT2A, 5-HT4 et 5-HT7 ou du 

récepteur 5-HT3 exprimé sur les interneurones des couches 2/3), 

- soma (via l’activation des sous-types 1A, 2A, 4 et 7 présents sur le neurone pyramidal),  

- segment initial de l’axone (via l’activation du récepteur 5-HT1A). 

A l’échelle des microcircuits inhibiteurs, la modulation sélective de certaines populations 

d’interneurones corticaux (exprimant des récepteurs 5-HT particuliers) impliquées dans 

l’inhibition hyperpolarisante ou shuntante (voir précédemment, le paragraphe 3.1),  

semble compliquer les possibilités de contrôle sérotoninergique des signaux de sortie 

corticaux (Farrant et Nusser, 2005).  
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In fine, le vaste maillage de fibres sérotoninergiques dans le néocortex et le « pattern » 

d’activité des noyaux du raphé (voir en Introduction, les paragraphes 1.2 et 1.3 pages 50 et 

53) pourraient définir in-vivo, (i) les aspects spatiaux, (ii) les aspects temporels, et (iii) la 

sélectivité topographique de la modulation sérotoninergique du fonctionnement de la colonne 

corticale. 

Figure 47. Ségrégation morpho‐fonctionnelles des récepteurs 5‐HT   
Représentation  simplifiée  de  la  répartition  des  différents  sous‐types  de  récepteurs  5‐HT  sur  le 
neurone pyramidal de couche 5, sur les neurones pyramidaux (rouge) et sur les interneurones (bleu) 
des microcircuits corticaux afférents, présents dans  les différents étages de  la colonne corticale. Ce 
schéma tient compte de données histologiques et électrophysiologiques. 
 

 

6) Modulations fines et « set point » physiologique 

Les modulations de la balance E-I obtenues après le blocage des différents récepteurs 5-HT 

sont contenues autour du « set-point » 20%-80%, avec pour valeur minimale 15%-85% et 

pour valeur maximale 26%-74%. Les modulations relayées par le système sérotoninergique 

sont donc fines et sans commune mesure avec la forte augmentation de la balance E-I (i.e. 

60%-40%) qui peut être observée en présence d’un bloqueur partiel des récepteurs GABAA de 

la tranche corticale (Le Roux et al., 2008).  

Un tel système neuromodulateur pourra être considéré comme fiable d’un point de vue 

physiologique si les modulations qu’il provoque sont contenues entre la limite basse et la 

limite haute de son « set-point » (i.e. bornes « pathologiques »). Il devient donc très 
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intéressant de déterminer ces valeurs au niveau d’un réseau neuronal actif, fonctionnant à 

fréquence élevée (i.e. situation physiologique). En modélisant, dans un réseau neuronal 

complexe et actif, les propriétés d’intégration, d’émission de potentiels d’action, et 

d’interaction d’environ 20.000 neurones (15.000 neurones excitateurs et 5000 neurones 

inhibiteurs, i.e. mimant l’organisation corticale), une étude computationnelle récente a montré 

qu’une diminution − ou une augmentation − de 60% du poids soit des synapses inhibitrices, 

soit des synapses excitatrices, conduit à une situation pathologique (Vogels et Abbott, 2009). 

Dans les deux cas, elle correspond à l’émission de potentiels d’action par le réseau neuronal 

de manière anarchique, et ceci en absence d’ « input » stimulateur. Au contraire une 

diminution de 15% de l’excitabilité des neurones inhibiteurs produit, comme attendue, une 

augmentation de la réponse du réseau neuronal suite à la « stimulation » sans conduire à la 

situation pathologique décrite précédemment. A la vue de ces résultats, et considérant les 

modulations de la balance E-I décrites dans Moreau et al., 2009, nous pouvons suggérer que 

le système sérotoninergique « autorise » des modulations fines de l’excitabilité des neurones 

pyramidaux de couche 5 dans un domaine physiologique.  

Ceci soulève alors la question de l’équilibre entre la modulation dynamique des processus 

corticaux (dans le but d’adapter la réponse corticale à une situation comportementale donnée) 

et le maintien, par régulation homéostatique, de l’activité du système au niveau de son « set-

point » (dans le but d’éviter des désordres pathologiques). Dans le cas du système 

sérotoninergique, mes résultats vont dans le sens d’un rôle composite. En effet, la sérotonine 

pourrait moduler précisément les processus d’intégration des signaux sensoriels in vivo – 

modulation qui dépendrait alors de l’état d’activité des neurones du raphé − tout en évitant les 

phénomènes pathologiques d’hyper- ou d’hypoexcitabilité (e.g. épilepsie), par la régulation 

homéostatique de l’excitabilité des neurones pyramidaux de couche 5. Nous ne pouvons 

toutefois pas exclure que les modulations sérotoninergiques constituent aussi un mécanisme, à 

part entière, de régulation homéostatique. Par ailleurs, l’activation cordonnée des récepteurs 

5-HT corticaux pourrait être un processus cortical intrinsèque dont la mise en jeu permettrait 

d’améliorer l’efficacité de l’intégration réalisée au sein de la colonne corticale. 

Pour conclure, et en écho avec la citation placée en exergue de ce manuscrit, la sérotonine 

corticale pourrait être le « fontenier » évoqué par Descartes, dans la mesure où elle peut, par 

son action sur les réseaux excitateurs et inhibiteurs, changer l’excitabilité des neurones 

pyramidaux de couche 5, dont les messages de sortie déterminent la réponse comportementale 

de l’Homme.  
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II - Perspectives 
 

Mes résultats ont révélé la grande complexité des modulations sérotoninergiques de la balance 

E-I et de son contrôle homéostatique, à l’échelle des réseaux neuronaux et sur tranche 

corticale. Ils ont également révélé la difficulté expérimentale de différencier les modulations 

des processus d’intégration dendritique réalisés par les neurones pyramidaux de couche 5, des 

modulations de l’activité des microcircuits interconnectés dans la colonne corticale (et ciblant 

les neurones pyramidaux de couche 5). Dans ce contexte, différents axes de recherche 

pourraient être développés pour préciser le rôle complexe du système sérotoninergique : 

- étude des modulations sérotoninergiques des réponses évoquées dans les neurones 

pyramidaux de couche 5 par des stimuli visuels simples ou complexes chez l’animal 

anesthésié (par enregistrement de l’activité électrophysiologique des neurones en patch clamp 

et visualisation des signaux calciques dendritiques in vivo). 

- étude des modulations sérotoninergiques à l’échelle d’un réseau cortical entier in vivo, avec 

ou sans stimulation sensorielle (e.g. par imagerie bi-photonique du cortex visuel chez l’animal 

anesthésié, après injection et diffusion d’un rapporteur d’activité neuronal fluorescent de type 

sonde calcique). 

- modulation des mécanismes d’intégration dendritique par la sérotonine sur tranche corticale 

(par enregistrement dendritiques multiples et visualisation des signaux calciques).  

- étude de la modulation par la 5-HT du fonctionnement, et des propriétés de plasticité, de 

synapses excitatrices ou inhibitrices identifiées (i.e. dans la colonne corticale), sur tranche ou 

in vivo. 

 

Afin de comprendre plus précisément, et dans leur ensemble, les mécanismes de 

neuromodulation des réseaux neuronaux corticaux, il apparait paradoxalement nécessaire d’en 

étudier, à l’échelle synaptique, les différentes composantes. C’est pourquoi, j’ai choisi de 

poursuivre ce travail de thèse par l’étude de la modulation sérotoninergique d’un des 

mécanismes de l’intégration dendritique réalisée par les neurones de couche 5 : la plasticité 

dépendante de la coïncidence des potentiels d’action rétropropagés (« Spike-Timing-

Dependent Plasticity » ou « STDP » – voir le paragraphe 1.3.2.3 p.90). Plus précisément, je 

souhaite m’intéresser à la STDP entre les neurones pyramidaux des couches 2/3 et les 

neurones pyramidaux de la couche 5, dont les mécanismes fondamentaux ont été intensément 

étudiés (Sjöström et al., 2001 ; Sjöström et Nelson, 2002 ; Sjöström et Häusser, 2006 ; 
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Sjöström et al., 2008). Bien que la sérotonine tende à réduire la rétropropagation des 

potentiels d’action somatiques (Sandler et Ross, 1999), son rôle modulateur sur la STDP n’a 

jamais été exploré. J’ai donc élaboré un projet de recherche avec le Dr Jesper Sjöström que je 

compte développer en Post-Doc, dans son laboratoire, à l’University College London (UCL, 

Department of Neuroscience, Physiology & Pharmacology, Londres). 

La faisabilité de ce projet sera déterminée en premier lieu sur tranche de cortex visuel par une 

approche pharmacologique simple et pouvant être mise en œuvre rapidement : perfusion de 

sérotonine, d’agonistes ou d’antagonistes des récepteurs 5-HT, ou de bloqueurs de la 

recapture de la sérotonine, dont j’ai déjà l’expérience. 

Pour atteindre un niveau de modulation le plus fin possible, nous utiliserons ensuite la 

technique de photoactivation de la channelrhodopsine-2 (ChR2, figure 48) (Arenkiel et al., 

2007 ; Petreanu et al., 2007 ; Zhang et al., 2007a ; Sohal et al., 2009, et pour revue : Zhang et 

al., 2007b), ChR2 que nous exprimerons dans les neurones sérotoninergiques. Cette approche, 

qui permet de s’affranchir des limites habituelles des expériences de neuromodulation 

(Henderson et al., 2009), va permettre de rendre les terminaisons sérotoninergiques corticales 

sensibles à la lumière bleue. En effet, un flash lumineux provoquera une dépolarisation 

sélective des éléments exprimant la ChR2 (ouverture d’un canal cationique non sélectif, 

figure 48b) et permettra une libération de sérotonine dans notre cas. Les terminaisons de la 

tranche corticale pourront alors être activées avec une résolution spatiale et temporelle très 

précise grâce à l’utilisation de la microscopie biphotonique (laser Argon/Krypton à 488 nm), 

couplée à l’enregistrement électrophysiologique multiple unitaire nécessaire au protocole de 

STDP (quadruple patch clamp de neurones pyramidaux des couches 2/3 et 5, figure 49).  

Le rôle modulateur fin de la sérotonine sur la STDP sera d’abord déterminé chez la souris en 

utilisant deux lignées disponibles : SERT-Cre et lox-ChR2 (le croisement de ces deux lignées 

permettra l’expression de ChR2 dans les terminaisons 5-HT, Zhuang et al., 2005 ; Murphy et 

Lesch, 2008). La sérotonine sera libérée de manière localisée dans différents compartiments 

dendritiques du neurone pyramidal de couche 5 et les modulations de la STDP 

correspondantes seront déterminées. Pour préciser les mécanismes sous-tendant les 

modulations observées dans cette deuxième partie du projet, il sera nécessaire de réaliser des 

enregistrements dendritiques multiples pendant l’application du protocole de STDP. En raison 

de la difficulté de tels enregistrements électrophysiologiques chez la souris, nous 

développerons un nouvel outil optogénétique pouvant être utilisé chez le rat. 
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Figure 48. La technologie channelrhodopsin‐2 dans le cortex   
(a)  Expression  d’une  construction  ChR2‐mCherry  sous  contrôle  d’un  promoteur  spécifique  des 
interneurones  corticaux  exprimant  la  paravalbumine  (PV).  Les  tranches  corticales  sont  visualisées 
quelques  jours  après  injection  stéréotaxique  des  adénovirus  codant  pour  la  construction  ChR2‐
mCherry, dans le cortex de rat. 
(b)  L’activation  de  la  ChR2  par  la  lumière  bleue  entraine  l’ouverture  d’un  canal  cationique  non 
sélectif et la genèse d’un courant entrant dépolarisant soutenu. 
(c) L’illumination de la tranche corticale (points bleus) permet de stimuler les neurones exprimant la 
ChR2 et provoque l’émission de potentiels d’action (la barre jaune correspond à la stimulation d’une 
autre construction photosensible qui permet d’hyperpolariser les cellules). 
 

Adapté d’après Cardin et al. 2009, Nature et d’après Hendersen et al. 2009, Neurosurgery. 

 

Dans ce but, nous souhaitons créer une construction virale permettant l’expression de la ChR2 

sous contrôle du promoteur SERT (afin d’adresser la ChR2 dans les terminaisons 

sérotoninergiques corticales). Cette construction sera réalisée avec des vecteurs de type 

adénovirus (figure 48a, Cardin et al., 2009) et sera injectée dans le raphé de rat par stéréotaxie 

in vivo. Cette partie du projet sera développée avec l’expertise des laboratoires des Drs. 

Kittler et Mrsic-Flogel à l’UCL.  

 

 

 

(a) (b)

(c)
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L2/3 to L5

L5 to L5

Figure 49. Quadruple patch clamp sur tranches corticales   
Images  obtenues  en microscopie  biphotonique  après  diffusion  d’une  sonde  calcique  fluorescente 
dans les neurones pyramidaux enregistrés(en couche 5 ou en couche 2/3). 

D’après Sjöström et Häusser 2006, Neuron. 

 
 
Les mécanismes sous-tendant la modulation sérotoninergique seront alors déterminés en 

combinant enregistrements électrophysiologiques du soma et de la dendrite apicale du 

neurone pyramidal de couche 5 (à différentes positions sur l’axe proximodistal) et imagerie 

biphotonique des transitoires calciques dendritiques évoqués lors de la STDP (Sjöström et 

Nelson, 2002 ; Sjöström et Häusser, 2006). Ces expériences seront réalisées avec ou sans 

photoactivation des terminaisons 5-HT corticales et en présence, ou non, d’antagonistes 

sélectifs de certains récepteurs 5-HT (notamment les récepteurs 5-HT1A et 5-HT2A qui sont 

fortement exprimés dans les neurones pyramidaux de couche 5).  Les déterminants 

moléculaires de la modulation sérotoninergique seront, le cas échéant, confirmés par 

l’utilisation de souris invalidées pour les récepteurs d’intérêt (une approche pharmacologique 

sera utilisée dans ce cas). 
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Enfin, les données expérimentales obtenues dans ces différentes étapes seront compilées dans 

un modèle informatique qui récapitule les propriétés « voltage-dépendantes » des potentiels 

d’action rétropropagés dans les neurones pyramidaux de couche 5 (Stuart et Häusser, 2001). 

Ce modèle permettra de prédire dans quelles conditions la modulation sérotoninergique de la 

STDP peut avoir lieu, ou non, et permettra de préciser si la modulation dépend plutôt d’une 

action sur les potentiels d’action rétropropagés, ou plutôt d’une action sur la transmission 

synaptique entre neurones pyramidaux des couches 2/3 et 5. Ainsi, ce modèle permettra de 

déterminer à quel(s) niveau(x) de la boucle d’intégration corticale sont effectives les 

modulations sérotoninergiques (voir la figure 31 p.103).  
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Involvement of NR2A- or NR2B-containing N-methyl-d-
aspartate receptors in the potentiation of cortical layer 5
pyramidal neurone inputs depends on the developmental
stage
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Abstract

In the cortex, N-methyl-d-aspartate receptors (NMDARs) play a critical role in the control of synaptic plasticity processes. We have
previously shown in rat visual cortex that the application of a high-frequency stimulation (HFS) protocol used to induce long-term
potentiation in layer 2 ⁄ 3 leads to a parallel potentiation of excitatory and inhibitory inputs received by cortical layer 5 pyramidal
neurones without changing the excitation ⁄ inhibition balance of the pyramidal neurone, indicating a homeostatic control of this
parameter. We show here that the blockade of NMDARs of the neuronal network prevents the potentiation of excitatory and inhibitory
inputs, and this result leaves open to question the role of the NMDAR isoform involved in the induction of long-term potentiation,
which is actually being strongly debated. In postnatal day (P)18–23 rat cortical slices, the blockade of synaptic NR2B-containing
NMDARs prevents the induction of the potentiation induced by the HFS protocol, whereas the blockade of NR2A-containing
NMDARs reduced the potentiation itself. In P29–P32 cortical slices, the specific activation of NR2A-containing receptors fully ensures
the potentiation of excitatory and inhibitory inputs. These results constitute the first report of a functional shift in subunit composition
of NMDARs during the critical period (P12–P36), which explains the relative contribution of both NR2B- and NR2A-containing
NMDARs in synaptic plasticity processes. These effects of the HFS protocol are mediated by the activation of synaptic NMDARs but
our results also indicate that the homeostatic control of the excitation ⁄ inhibition balance is independent of NMDAR activation and is
due to specialized recurrent interactions between excitatory and inhibitory networks.

Introduction

N-methyl-d-aspartate receptors (NMDARs) are among the most
important receptors in the central nervous system. Largely expressed
in the brain, they play a major role in glutamatergic transmission due
to their unique functional properties, which include a high Ca2+

permeability, slow activation and deactivation kinetics, and a voltage-
sensitive block by external Mg2+ (Jahr & Stevens, 1990; Lester et al.,
1990). As a result of these properties, NMDARs play key roles in
numerous physiological and pathological brain processes such as
synaptic plasticity (Choi & Rothman, 1990), schizophrenia (Coyle
et al., 2002, 2003) or epilepsy (Dingledine et al., 1990).

The role of NMDARs in the two major forms of synaptic plasticity
that contribute to phenomena of learning and memory, long-term
potentiation (LTP) and long-term depression, has been largely
determined. Modest elevations of intracellular calcium due to
NMDAR activation are thought to trigger depression, whereas large
increases of intracellular calcium trigger potentiation (Bear &
Malenka, 1994; Yang et al., 1999).

N-methyl-d-aspartate receptors are heterotetramers that consist of
the NMDAR NR1 subunit, which binds glycine or d-serine and one or

more of the NR2 subunits NR2A–NR2D that bind glutamate (Forrest
et al., 1994; Hollmann & Heinemann, 1994). Although NR3A
(Ciabarra et al., 1995; Sucher et al., 1995) and NR3B (Chatterton
et al., 2002; Matsuda et al., 2002) have also been recently identified, it
is reported that NR2A and NR2B subunits dominate in the forebrain
(Monyer et al., 1994).
The functional properties of the receptor strongly depend on the

type of NR2 subunit incorporated (Cull-Candy et al., 2001; Cull-
Candy & Leszkiewicz, 2004), which changes with age. In the
cortex, the NR2B subunit is predominantly expressed early in
development (Babb et al., 2005), whereas expression of the NR2A
subunit increases later. According to the NR2 composition,
NMDARs will have different roles in synaptic plasticity and it has
been proposed that potentiation and depression are differentially
mediated by NR2A and NR2B, respectively (Liu et al., 2004a;
Massey et al., 2004). This differential effect could be related to the
specific localization of NMDAR subtypes; the NR1 ⁄ NR2A com-
plex, characterized by rapid offset kinetics, would be present at the
synapse, whereas the NR1 ⁄ NR2B complex, characterized by slow
kinetics, would mainly lie in extrasynaptic sites (Rumbaugh &
Vicini, 1999; Tovar & Westbrook, 1999). However, recent studies
suggest that NR2A and NR2B each contribute equally to the
induction of potentiation and depression (Toyoda et al., 2005;
Weitlauf et al., 2005; Zhao et al., 2005).
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It has been shown in the rat visual cortex that the NR1 subunit is
coexpressed with both the NR2A and NR2B subunits (Hawkins et al.,
1999; Tongiorgi et al., 2003; Babb et al., 2005). The role of NMDARs

in the induction of potentiation in the visual cortex is well established
(Bear & Kirkwood, 1993; Bliss & Collingridge, 1993) but which NR2
subunit(s) might be involved in this plasticity process remains
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controversial. We have previously shown that application of a high-
frequency stimulation (HFS) protocol in layer 2 ⁄ 3 does not change
the excitatory : inhibitory (E : I) ratio due to parallel potentiation of
excitatory and inhibitory inputs received by pyramidal neurones (Le
Roux et al., 2006). Here, we investigate the role of NMDARs in the
induction of the potentiation of excitatory and inhibitory inputs of
layer 5 pyramidal neurones after application of an HFS protocol in
layer 2 ⁄ 3 in rat visual cortex [between postnatal day (P)18 and 23 or
between P29 and P32]. We find that, for young rats (between P18 and
P32), the potentiation of excitatory and inhibitory inputs by an HFS
protocol mainly depends on the activation of NR2B-containing
receptors, whereas for P29–P32 rats this plasticity becomes dependent
on NR2A-containing receptors. We show that the prevention of
potentiating effects on excitation and inhibition by blockade of
NMDARs did not change the E : I ratio. Our results bring direct
evidence of a functional shift in subunit composition of NMDARs
during the critical period (P12–P36), which would explain the relative
contribution of both NR2B- and NR2A-containing NMDARs in
synaptic plasticity processes.

Materials and methods

Slice preparation

Parasagittal slices containing primary visual cortex were obtained
from P18–P23 or P29–P32 Wistar rats. Briefly, in accordance with the
guidelines of the American Neuroscience Association, a rat was
decapitated, its brain quickly removed and placed in chilled (5 �C)
artificial cerebrospinal extracellular solution. Slices (250 lm thick)
were made from the primary visual cortex using a vibratome and then
incubated for at least 1 h at 36 �C in a solution containing (in mm):
126 NaCl, 26 NaHCO3, 10 glucose, 2 CaCl2, 1.5 KCl, 1.5 MgSO4 and
1.25 KH2PO4 (pH 7.5, 310–330 mOsm). This solution was bubbled
continuously with a mixture of 95% O2 and 5% CO2.

Electrophysiological recordings and cell identification

Current-clamp and voltage-clamp recordings were performed using an
Axopatch 1D (Axon Instruments, USA), filtered by a low-pass Bessel
filter with a cut-off frequency set at 2 kHz and digitally sampled at
4 kHz. Layer 5 pyramidal neurones, identified from the shape of their
soma and primary dendrites and from their current-induced excitability
pattern, were studied using the patch-clamp technique in whole-cell
configuration. Somatic whole-cell recordings were performed at room
temperature (20�C) using borosilicate glass pipettes (of 3–5 MW
resistance in the bath) filled with a solution containing (in mm): 140 K-
gluconate, 10 HEPES, 4 ATP, 2 MgCl2, 0.4 GTP, 0.5 EGTA (pH 7.3
adjusted with KOH, 270–290 mOsm). The membrane potential was
corrected off-line by )10 mV to account for the junction potential.

Estimation of the access resistance (Rs) is critical to quantitatively
evaluate the relative change of input conductance in response to
synaptic activation. After capacitance neutralization, bridge balancing
was performed on-line in current-clamp conditions, which provided us
with an initial estimate of Rs. This value was checked and revised as
necessary off-line by fitting the voltage response to a hyperpolarizing
current pulse with the sum of two exponentials. Under voltage-clamp
conditions, the holding potential was corrected off-line using this Rs
value. Only cells with a resting membrane potential more negative than
)55 mV and recordings with an Rs lower than 25 MW were kept for
further analysis. The firing behaviour of neurones was determined in
response to depolarizing current pulses ranging from )100 to 200 pA
under current-clamp conditions.
The stimulating electrodes were positioned in layer 2–3. Electrical

stimulations (1–10 lA, 0.2 ms duration) were delivered in these layers
using 1 MW impedance bipolar tungsten electrodes (TST33A10KT,
WPI). The intensity of the stimulation was adjusted in current-clamp
conditions to induce a subthreshold postsynaptic response due to
coactivation of excitatory and inhibitory circuits. Under voltage-clamp
conditions, the frequency of stimulation was 0.05 Hz and five to eight
trials were repeated for a given holding potential.
A control recording was made after 15 min of patch-clamp

equilibration at 0.05 Hz and then drugs were continuously superfused
for 20 min. A ‘drug recording’ was made in the same conditions. We
next applied an HFS protocol in order to induce long-term modifi-
cations of synaptic strength in the recruited circuits. The HFS protocol
was elicited with theta burst stimulation known to induce LTP at the
synaptic level. It consisted of three trains of 13 bursts applied at a
frequency of 5 Hz, each burst containing four pulses at 100 Hz
(Abraham & Huggett, 1997). Recordings were made at 0.05 Hz after
15, 30, 45 and 60 min application of the HFS protocol. A low-
frequency stimulation (LFS) protocol was also used, which consisted
of a 1 Hz stimulation applied for 15 min.

Drugs

D-AP5 and Ro-256981 were purchased from Sigma (St Louis, MO,
USA), NVP-AAM077 was a gift from Dr Y.P. Auberson (Novartis
Institutes for BioMedical Research, Basel, Switzerland) and
CP 101,606 was a gift from Pfizer (Groton, CT, USA). Drugs were
dissolved in the perfusate for at least 15 min before recordings.

Synaptic response analysis

Data were analysed off-line with specialized software (acquis1TM and
elphy

TM written by Gérard Sadoc, Biologic UNIC–CNRS, France).
The method is based on the continuous measurement of conductance
dynamics during stimulus-evoked synaptic responses, as primarily

Fig. 1. Effects of N-methyl-d-aspartate receptor blockade on the potentiation of layer 5 pyramidal neurone inputs. (A–C) Top traces: current responses of a layer 5
pyramidal neurone to electrical stimulation (black arrow) applied in layer 2 ⁄ 3: (A1) under control conditions and (A2) 20 min after perfusion of 50 lm D-AP5;
holding potentials scaled from )75 (bottom trace) to )55 mV (top trace, steps equal to 5 mV). (B1) Under control conditions and (B2) 15 min after the high-
frequency stimulation (HFS) protocol; holding potentials scaled from )70 (bottom trace) to )50 mV (top trace, steps equal to 5 mV). (C1) 20 min after application
of 50 lm D-AP5 and (C2) 15 min after the HFS protocol in the presence of D-AP5; holding potentials scaled from )75 (bottom trace) to )55 mV (top trace, steps
equal to 5 mV). Middle traces: decomposition of the responses in total conductance change (gT). Bottom traces: decomposition of gT in excitatory (gE, dark grey)
and inhibitory (gI, light grey) conductance changes. Note that, for stimulation in layer 2 ⁄ 3 in the presence of D-AP5, no significant change of the response was
observed. The HFS protocol induced an increase of gT, gE and gI, which was prevented in the presence of D-AP5. (D) Left part: relative changes (compared with
control) of total conductance integral (IntgT) (black), excitatory conductance integral (IntgE) (dark grey) and inhibitory conductance integral (IntgI) (light grey) after
application of the HFS protocol in layer 2 ⁄ 3 under control conditions (n ¼ 26) (***P < 0.001 and *P < 0.05, t-test). Right part: relative contribution of excitatory
and inhibitory conductances to the total conductance change after HFS (c, control before the HFS protocol). (E) Left part: relative changes (compared with control)
of IntgT (black), IntgE (dark grey) and IntgI (light grey) after HFS in layer 2 ⁄ 3 (n ¼ 15) in the presence of 50 lm D-AP5. Right part: relative contribution of
excitatory and inhibitory conductances to the total conductance change after HFS in the presence of 50 lm D-AP5 (c, control before the HFS protocol).
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described in vivo on cat cortex (Borg-Graham et al., 1998; Monier
et al., 2003) and recently validated on rat visual cortex (Le Roux et al.,
2006). This method has received further validation on other experi-
mental models (Shu et al., 2003; Wehr & Zador, 2003; Higley &
Contreras, 2006; Le Roux et al., 2006). Evoked synaptic currents were
measured and averaged at a given holding potential. In I–V curves for
each delay (t), the value of the holding potential (Vh) was corrected
(Vhc) from the ohmic drop due to the leakage current through Rs by the
equation Vhc(t) ¼ Vh(t) ) I(t) · Rs. An average estimate of the input
conductance waveform of the cell was calculated from the best linear
fit (mean least square criterion) of the I–V curve for each delay (t)
following the stimulation onset. Only cells showing a Pearson
correlation coefficient for the I–V linear regression higher than 0.95
between )90 and )40 mV were considered in order to calculate the
conductance change of the recorded pyramidal neurone from the slope
of the linear regression.

The evoked synaptic conductance term [gT(t)] was derived from the
input conductance by subtracting the resting conductance (grest)
estimated 90 ms before the electrical stimulation. The apparent
reversal potential of the synaptic current at the soma [Esyn(t)] was
taken as the voltage abscissa of the intersection point between the I–V
curve obtained at a given time (t) and that determined at rest.
Assuming that the evoked somatic conductance change reflects the
composite synaptic input reaching the soma, Esyn(t) characterizes the
stimulation-locked dynamics of the balance between excitation and
inhibition.

Decomposition of the synaptic conductance

To decompose the global evoked synaptic conductance [gT(t)] into
excitatory and inhibitory components [gE(t) and gI(t)], we used the
following simplifications: Isyn(t) ¼ gE(t) (Esyn(t) ) Eexc) + gI(t)
(Esyn(t) ) Einh) and gT(t) ¼ gE(t) + gI(t) where Isyn(t) is the total
synaptic current,Esyn(t) is the apparent reversal potential at the soma (see
previous paragraph), gE(t) and gI(t) are excitatory and inhibitory
conductances, respectively, and Eexc and Einh are the reversal potentials
for excitation and inhibition. The values of these reversal potentials were
equal to 0 mV for excitation (Eexc) and )80 mV for inhibition (Einh).
The value of )80 mVused in the decomposition method is the reversal
potential of GABAA (and not an intermediate value between GABAA

and GABAB) because, in the presence of QX314 (which blocks K+

efflux), no variation of the synaptic response was observed.
We showed that the I–V curve in the presence of excitatory synaptic

transmission blockers (CNQX and D-AP5) is linear between )80 and
+10 mV with a reversal potential equal to )80 mV (see the
supplementary material of Le Roux et al., 2006). In the presence of
bicuculline, which blocks the inhibitory inputs on the layer 5
pyramidal neurone, the I–V curve for excitation is linear between
)80 and +10 mV with a reversal potential equal to 0 mV (data not
shown) as already shown by other studies (Wehr & Zador, 2003;
Higley & Contreras, 2006). Under our experimental conditions of

stimulation of cortical layers leading to subthreshold postsynaptic
responses, Esyn(t), which was extrapolated from I–V curves, took any
intermediate values between )80 and )40 mV (see the supplementary
material of Le Roux et al., 2006), i.e. within the limits of our voltage
excursion ()90 to )40 mV) corresponding to the linearity of I–V
curves and between the respective values of Einh and Eexc in such a
way that the mathematical conditions of the oversimplification used to
calculate gI(t) and gE(t) were fulfilled.

Like all somatic recordings, our recordings cannot make rigorous
estimates of synaptic events in the distal dendrites and the conductance
estimates are ratios of the overall excitatory and inhibitory drive
contained in the local stimulated network (Haider et al., 2006).
However, our measurements give relative changes in conductance
magnitude that reflect the cumulative contributions of excitation and
inhibition arriving at proximal portions of the neurone. These relative
conductance changes at the somatic level are precisely the result of
synaptic dendritic integration that we wish to record at the somatic
level because they determine the output signal from the neurone (Wehr
& Zador, 2003; Higley & Contreras, 2006).
To quantify the synaptic conductance changes we calculated the

integral (int) over a time window of 200 ms. The contribution of each
component was expressed by the ratio of its integral value [excitatory
conductance integral (IntgE) or inhibitory conductance integral
(IntgI)] to that of total conductance change [total conductance integral
(IntgT)].

Statistical analysis

Data are expressed as the mean ± SD of n cells. Paired samples for
IntgT, IntgE, IntgI, percentage excitation or percentage inhibition
between the control condition (before HFS) and a given time after
HFS (15, 30, 45 or 60 min) were analysed using the parametric t-test.
Data were considered statistically significant for *P £ 0.05,
**P £ 0.01 and ***P £ 0.001.

Results

Involvement of NMDARs in the potentiation of excitatory
and inhibitory inputs on cortical layer 5 pyramidal neurones
induced by HFS protocol application in layer 2 ⁄ 3
Figure 1A–C presents representative current recordings in a layer 5
voltage-clamped pyramidal neurone to electrical stimulation (0.05 Hz)
in layer 2 ⁄ 3. Current responses show a strong inward current followed
by an outward component (Fig. 1A). Decomposition of these current
responses into distinct conductance changes showed that, as already
reported (Le Roux et al., 2006), inhibition (gI) represents roughly 80%
(light grey trace) and excitation (gE) 20% (dark grey trace) of the
global conductance change (black trace, Fig. 1, A1). The application
of 50 lm D-AP5, a specific antagonist of NMDARs (Yoshimura et al.,
2003; Huemmeke et al., 2004), for 20 min did not induce significant

Fig. 2. Effects of the blockade of NR2B-containing receptors on the potentiation of layer 5 pyramidal neurone inputs for postnatal day 18–23 rats.
(A) Left column: representative recordings before high-frequency stimulation (HFS) application. Right column: 60 min after application of HFS in layer 2 ⁄ 3 in the
presence of 1 lm Ro-256981. Top traces: current responses of a layer 5 pyramidal neurone to electrical stimulation. Imposed membrane potential ranged from )55
to )75 mV. The amplitude of current responses was unchanged after HFS application in the presence of Ro-256981. Middle traces: decomposition of the responses
in total conductance change (gT). Bottom traces: decomposition of gT in excitatory and inhibitory conductance changes (gE, dark grey and gI, light grey).
(B) Relative changes (compared with control) of total conductance integral (IntgT) (black bars), excitatory conductance integral (IntgE) (dark grey bars) and
inhibitory conductance integral (IntgI) (light grey bars) after HFS in layer 2 ⁄ 3 (n ¼ 12) in the presence of 1 lm Ro-256981. (C) Relative contribution of excitation
and inhibition conductance changes to the total conductance change after HFS in the presence of 1 lm Ro-256981 (c, control before the HFS protocol). (D–F)
Application of the HFS protocol in the presence of 10 lm CP 101,606 (n ¼ 18). Legends are identical to those in A–C. No variations of total, excitatory and
inhibitory conductance changes were observed after HFS (D and E) and the excitatory : inhibitory ratio was unchanged (F).
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differences in the global, excitatory and inhibitory conductance
changes (Fig. 1, A2). These results clearly show that the excitatory
and inhibitory components recorded in a layer 5 pyramidal neurone in
response to LFS (0.05 Hz) of layer 2 ⁄ 3 does not depend on activation
of NMDARs but corresponds to the activation of AMPA and GABAA

receptors mainly located on the apical dendrite of the layer 5
pyramidal neurone.

In the brain, information is encoded as action potential trains of
higher frequency than that used in our protocol (0.05 Hz). We applied
an HFS protocol with a higher frequency (see Materials and methods),
usually used to induce LTP in numerous preparations. Application of
this HFS protocol in layer 2 ⁄ 3 induced an LTP of both excitatory and
inhibitory inputs on layer 5 pyramidal neurones. Figure 1B shows
representative current recordings in a voltage-clamp pyramidal
neurone, under control condition (Fig. 1, B1) and 15 min after
application of an HFS protocol (Fig. 1, B2). HFS application elicits
enhanced current responses and increases conductance changes. The
statistical analysis of the global population (n ¼ 24) is presented in
Fig. 1D and shows that, at 15, 30, 45 and 60 min after the HFS
protocol, the total, excitatory and inhibitory conductance changes are
potentiated by about 45, 35 and 48%, respectively. However, no
significant change in excitation (IntgE) and inhibition (IntgI) con-
ductance integrals expressed as percent of IntgT was measured
(Fig. 1D, right part) in such a way that the E : I ratio was unchanged.

It is worth noting that the detected potentiation is probably related
to the HFS protocol as, in the absence of such a protocol, control
experiments show no significant change of IntgT, IntgE or IntgI for
1 h (n ¼ 17, data not shown).

In order to examine the involvement of NMDAR activation in
these potentiating effects of HFS on excitatory and inhibitory inputs,
the HFS protocol was applied in the presence of 50 lm D-AP5. No
significant increase of current responses and conductance changes
was measured (Fig. 1, C1 and C2). No variation of the total
conductance change and of inhibitory or excitatory conductance
changes was observed through the statistical analysis of the total
neuronal population (n ¼ 15; Fig. 1E). Under this condition, the
HFS protocol failed to induce potentiation of excitatory and
inhibitory inputs. No significant changes in excitation (IntgE) and
inhibition (IntgI) conductance integrals expressed as percent of IntgT
were measured (Fig. 1E) and the E : I ratio did not change. These
results indicate that NMDARs are recruited by HFS applied in
layer 2 ⁄ 3.

Involvement of NR2A- and ⁄ or NR2B-containing receptors
in the potentiation of excitatory and inhibitory inputs of cortical
layer 5 pyramidal neurones induced by HFS protocol application
in layer 2 ⁄ 3
The involvement of NR2A- and ⁄ or NR2B-containing receptors in
synaptic plasticity is presently strongly debated (Liu et al., 2004b;

Massey et al., 2004; Berberich et al., 2005; Weitlauf et al., 2005). To
further characterize whether N-methyl-d-aspartate currents in
layer 2 ⁄ 3 pyramidal neurones were due to the activation of NR2A-
or NR2B-containing receptors, we then used antagonists for each of
these receptors.

Role of NR2B-containing receptors in postnatal day 18–23 rats

Ro-256981 (Yang et al., 2006) or CP 101,606 (traxoprodil) (Chenard
et al., 1995; Menniti et al., 1997) was used to specifically block NR2B-
containing receptors. Representative recordings in the presence of 1 lm

Ro-256981 before and after application of theHFS protocol showed that
the HFS effect was blocked by the NR2B antagonist (Fig. 2A). The
statistical analysis of the global population (n ¼ 12; Fig. 2B) confirms
that no significant variations of the global, excitatory and inhibitory
conductance changes were observed after application of the HFS
protocol in layer 2 ⁄ 3 in the presence of Ro-256981. Consequently, the
E : I ratio was unchanged (Fig. 2C). Identical results were obtained after
application of the HFS protocol in the presence of CP 101,606 (n ¼ 18;
Fig. 2D–F). These results reproduced those observed in the presence of
D-AP5 and provide evidence for an involvement of NR2B-containing
receptors in the HFS-induced potentiation of both excitatory and
inhibitory inputs on layer 5 pyramidal neurones.

Role of NR2A-containing receptors

NVP-AAM077 (Izumi et al., 2006) or Zn2+ (Paoletti & Neyton, 2006)
was used to block NR2A-containing receptors. Representative record-
ings in the presence of 0.1 lm of NVP-AAM077, before and after
application of the HFS protocol, showed an increase in the amplitude of
current recordings (Fig. 3A, upper traces). Decomposition in conduct-
ance showed an increase of total, excitatory and inhibitory conductance
changes (Fig. 3A,middle and lower traces). The statistical analysis of the
global population (n ¼ 13; Fig. 3B) indicated that application of the
HFS protocol in the presence of NVP-AAM077 still induced a
significant potentiation of the global and inhibitory conductance
changes for 45 min. IntgT was enhanced by 26% (P < 0.01), 21%
(P < 0.05) and 34% (P < 0.05) at 15, 30 and 45 min, respectively, after
the HFS protocol. IntgI was significantly enhanced in the same
proportions but IntgE was not significantly increased (P > 0.05). In
any case, no potentiating effect remained at 60 min after the HFS
protocol. Consequently, the E : I ratio was decreased (P < 0.01,
Fig. 3C) at 15 min after the HFS protocol but recovered its control
value at 30, 45 and 60 min after the HFS protocol.
ZnCl2 was also used to selectively block NR2A-containing

receptors because low concentrations of Zn2+ block NR2A receptors
more than NR2B receptors (Amar et al., 2001; Kohr, 2006; Neyton &
Paoletti, 2006). As observed for NVP-AAM077, similar results were
obtained in the presence of 200 nm of ZnCl2, with excitatory and
inhibitory conductance changes all being increased (Fig. 3D). This
result was confirmed by the statistical analysis of the global population
(n ¼ 13; Fig. 3E), which showed that HFS application in the presence

Fig. 3. Effects of the blockade of NR2A-containing receptors on the potentiation of layer 5 pyramidal neurone inputs for postnatal day 18–23 rats.
(A) Left column: representative recordings before high-frequency stimulation (HFS) application. Right column: 60 min after application of HFS in layer 2 ⁄ 3 in the
presence of 0.1 lm NVP-AAM077. Top traces: current responses of a layer 5 pyramidal neurone to electrical stimulation. Imposed membrane potential ranged from
)55 to )75 mV. The amplitudes of current responses were slightly increased after HFS application. Middle traces: decomposition of the responses in total
conductance change (gT). Bottom traces: decomposition of gT in excitatory and inhibitory conductance changes (gE, dark grey and gI, light grey). Total, excitatory
and inhibitory conductance changes were all increased. (B) Relative changes (compared with control) of total conductance integral (IntgT) (black bars), excitatory
conductance integral (IntgE) (dark grey bars) and inhibitory conductance integral (IntgI) (light grey bars) after HFS in layer 2 ⁄ 3 (n ¼ 13) in the presence of 0.1 lm

NVP-AAM077 (**P < 0.01 and *P < 0.05, t-test). (C) Relative contribution of excitation and inhibition conductance changes to the total conductance change after
HFS in the presence of 0.1 lm NVP-AAM077 (c, control before the HFS protocol). (D–F) Application of the HFS protocol in the presence of 200 nm ZnCl2
(n ¼ 13). Legends are identical to those in A–C. (D) Imposed membrane potential ranged from )60 to )80 mV. (E and F) Total, excitatory and inhibitory
conductance changes were increased after HFS.

NR2A- or NR2B-containing NMDA receptors in LTP 295

ª The Authors (2007). Journal Compilation ª Federation of European Neuroscience Societies and Blackwell Publishing Ltd
European Journal of Neuroscience, 26, 289–301



* 
* 

* * 
* 

* * 

* 

* 
* * 

* 
* 

E B 

0 

1 

2 

Excitation 

Inhibition % 

c c 
HFS HFS 

1.5 

0.5 

0 

1 

2 

1.5 

0.5 

0 

100 

20 

80 

60 

40 

A 

C 

D 

F 

After HFS LFS and MK-801 (10  µ µ M) After HFS 
Electrical 

stimulation 

Currentresponses 

Total conductance (gT) 

Excitatory and Inhibitory conductance (gE and gI ) 

50 ms 

10 nS 

50 ms 
400 pA 

50 ms 

5 nS 

50 ms 
200 pA 

Effect of HFS protocol after LFS protocol 
application 

Excitation 

Inhibition 

c 

% 

c 
HFS HFS 

0 

100 

20 

80 

60 

40 

Effect of HFS protocol after LFS application  
in the presence of MK-801 (10  µ µ M) 

LFS 

IntgT IntgE IntgI 
IntgT IntgE IntgI 

15 30 45 60 

15 30 45 60 15 30 45 60 

15 30 45 60 15 30 45 60 15 30 45 60 

15 30 45 60 15 30 45 60 

15 30 45 60 15 30 45 60 

296 N. Le Roux et al.

ª The Authors (2007). Journal Compilation ª Federation of European Neuroscience Societies and Blackwell Publishing Ltd
European Journal of Neuroscience, 26, 289–301



of Zn2+ led to a mean increase of 26, 18 and 30% for the total,
excitatory and inhibitory conductance changes, respectively. In this
case, a slight but not significant (P > 0.05) decrease of the E : I ratio
was observed (Fig. 3F). In the presence of NR2A-containing receptor
blockers, the potentiating effects of the HFS protocol on layer 5
pyramidal neurones still occurred but were reduced.

Involvement of extrasynaptic NR2B-containing receptors
in potentiation of excitatory and inhibitory inputs on layer 5
pyramidal neurones

NR2B receptors are known to be present in both synaptic and
extrasynaptic domains at glutamatergic synapses (Cull-Candy et al.,
2001). To check the involvement of synaptic and ⁄ or extrasynaptic
NR2B-containing receptors in HFS-induced potentiation of excitatory
and inhibitory inputs on layer 5 pyramidal neurones, synaptic
NMDARs were blocked according to the protocol described byMassey
et al. (2004) usingMK-801, an antagonist of NMDARs that acts only on
open channels. MK-801 (10 lm) was bath-applied and an LFS protocol
was delivered in order to activate synaptic NMDARs that can then be
blocked, whereas extrasynaptic receptors are not activated by this
protocol of stimulation.MK-801was thenwashed out for 30 min and an
HFS protocol of stimulation was applied in layer 2 ⁄ 3.

To start, a control condition (omitting MK-801) was used in order to
check that application of the LFS protocol does not prevent the
potentiation induced by the HFS protocol. Significant potentiations
were observed for IntgT (by 39%, P < 0.05), IntgI (by 42%, P < 0.05)
and IntgE (by 22%, P < 0.05) (Fig. 4A for representative recordings
and Fig. 4B for the statistical analysis of the global population,
n ¼ 14) and the E : I ratio slightly decreased (Fig. 4C). However, the
increased percentage of IntgE was lower than that obtained after a
direct HFS protocol. This discrepancy might be due to the prolonged
depressive effects (beyond 30 min) of the LFS protocols (mainly on
IntgE) that we have shown (Le Roux et al., 2006). Nevertheless, it was
possible to obtain a potentiating effect with an HFS protocol and we
could thus test the HFS protocol in the presence of MK-801. In the
presence of MK-801, no potentiation of excitatory and inhibitory
inputs was obtained but a slight decrease of IntgT, IntgE and IntgI was
observed (Fig. 4D for representative recordings and Fig. 4E for
statistical analysis of the global population, n ¼ 13) and the E : I ratio
remained stable (Fig. 4F), indicating that synaptic NMDARs can
account for the potentiation of excitatory and inhibitory inputs of
layer 5 pyramidal neurones.

Role of NR2A- and ⁄ or NR2B-containing receptors
in the potentiation of excitatory and inhibitory inputs
in postnatal day 29–32 rats

Some studies have suggested that the activation of NR2A but not of
NR2B induces LTP (Liu et al., 2004b; Massey et al., 2004), whereas

other studies have proposed that both types of NMDARs can
contribute to the induction of LTP (Berberich et al., 2005; Weitlauf
et al., 2005; Zhao et al., 2005). These discrepancies may be related to
temporal regulation of NR2 subunits (Monyer et al., 1994; Liu et al.,
2004b). The NR2A : NR2B ratio increases with maturation (Yoshim-
ura et al., 2003; Liu et al., 2004c). Our results indicate that, for rats
between P18 and P23, synaptic NR2B-containing receptors are
functional, whereas NR2A-containing receptors may not yet be fully
functional. To test this hypothesis, a new series of experiments was
performed on P29–P32 rats.

Role of NR2B-containing receptors in postnatal day 29–32 rats

Representative recordings in the presence of 1 lm Ro-256981, before
and after application of the HFS protocol, showed an increase of the
amplitude of current recordings (Fig. 5A, upper traces). Decomposi-
tion in conductance changes showed an increase of total, excitatory
and inhibitory conductance changes (Fig. 5A, middle and lower
traces). The statistical analysis of the global population (n ¼ 12;
Fig. 5B) indicated that application of the HFS protocol in the presence
of Ro-256981 still induced a significant potentiation of the global and
inhibitory conductance changes for 45 min. IntgT was enhanced by
42%, IntgE by 40% and IntgI by 51% after the HFS protocol
application. Due to parallel potentiation of IntgE and IntgI, no
significant change of the E : I ratio was observed (Fig. 5C).

Role of NR2A-containing receptors in postnatal day 29–32 rats

Representative recordings in the presence of 0.1 lm NVP-AAM077
before and after application of the HFS protocol showed no
significant variation (Fig. 5D). The statistical analysis of the global
population (n ¼ 13; Fig. 5E) confirmed the block of the effects of
the HFS protocol in the presence of the NR2A-containing receptor
blocker for P29–P32 rats. Consequently, the E : I ratio was
unchanged (Fig. 5F).

Discussion

N-methyl-d-aspartate receptor activation is required for the potenti-
ation of excitatory and inhibitory inputs on layer 5 pyramidal
neurones after application of an HFS protocol in layer 2 ⁄ 3. Our
results provide evidence of a major recruitment of synaptic NR2B-
containing receptors in P18–P23 rats, relative to the involvement of
NR2A-containing receptors. As well as their possible differential role
in physiological processes such as learning and memory (Collingridge
et al., 2004), NR2A- and NR2B-containing receptors are thought to be
differentially involved in certain central disorders such as chronic pain
or dementia (Kemp & McKernan, 2002; Chazot, 2004; Paoletti &
Neyton, 2006). It therefore becomes important to determine the
contribution and function of distinct NMDAR subtypes. However, this
physiological classification is highly dependent on the selectivity of

Fig. 4. Effect of synaptic N-methyl-d-aspartate receptor blockade on the potentiation of layer 5 pyramidal neurone inputs. (A) Left column: representative
recordings after application of the low-frequency stimulation (LFS) protocol in layer 2 ⁄ 3. Right column: the LFS protocol was followed by a high-frequency
stimulation (HFS) protocol and recordings were performed 60 min after the HFS protocol. Top traces: current responses of a layer 5 pyramidal neurone to electrical
stimulation. Imposed membrane potential ranged from )60 to )80 mV. The amplitudes of current responses were increased after HFS application. Middle traces:
decomposition of the responses in total conductance change (gT). Bottom traces: decomposition of gT in excitatory and inhibitory conductance changes (gE, dark
grey and gI, light grey). Total, excitatory and inhibitory conductance changes were all increased. (B) Relative changes (compared with control) of total conductance
integral (IntgT) (black bars), excitatory conductance integral (IntgE) (dark grey bars) and inhibitory conductance integral (IntgI) (light grey bars) after HFS in
layer 2 ⁄ 3 (n ¼ 14) after application of the LFS protocol (*P < 0.05, t-test). (C) Relative contribution of excitation and inhibition conductance changes to the total
conductance change after application of the LFS protocol without MK-801 (c, control before the HFS protocol). (D–F) Application of HFS after application of an
LFS protocol in the presence of 10 lm MK-801 (n ¼ 13). Legends are identical to those in A–C. No significant variations of total, excitatory and inhibitory
conductance changes were observed after HFS.
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antagonists that can be used. Ro-256981 (ifenprodil) and CP 101,606
(traxoprodil), which bind the N-terminal lysine ⁄ isoleucine ⁄ valine-
binding protein-like domain of NR2B, are now considered as selective
antagonists of NR2B-containing receptors (Fischer et al., 1997;
Berberich et al., 2005; Kohr, 2006). However, the specific blockade of
NR2A-containing receptors is strongly debated (Feng & Macdonald,
2004; Paoletti & Neyton, 2006). First, Zn2+ binds the (lysine ⁄ isoleu-
cine ⁄ valine-binding protein)-like domain of NR2A and displays a
better selectivity for NR2A than for NR2B with a maximal selectivity
of 70% (Amar et al., 2001; Kohr, 2006; Neyton & Paoletti, 2006).
Second, NVP-AAM077 was originally described as a highly selective
antagonist of NR2A-containing receptors (Auberson et al., 2002; Liu
et al., 2004b; Massey et al., 2004) but later studies on rodents indicate
that this compound lacks selectivity for NR2A vs. NR2B receptors
(Berberich et al., 2005; Weitlauf et al., 2005; Neyton & Paoletti,
2006). Other studies reported that NVP-AAM077 presents some
selectivity at concentrations lower than 1 lm (Bartlett et al., 2006;
Izumi et al., 2006) and concluded that it was not possible to find a
concentration of NVP-AAM077 that fully blocks the NR2A receptors
while sparing NR2B. According to the work by Bartlett et al. (2006),
we used 0.1 lm NVP-AAM077 to check the specific blockade of
NR2A receptors. Indeed, whatever the NR2A antagonist used, the
potentiation of excitatory and inhibitory inputs of layer 5 pyramidal
neurones occurred but was reduced by about 40% in P18–P23 rats.
This result could be due to the blockade of NR2A but also to an
unspecific blockade of NR2B subunits.

Recent studies have suggested that the activation of NR2A but not
NR2B induces LTP (Liu et al., 2004b; Massey et al., 2004) although
other studies have proposed that both types of NMDARs can
contribute to the induction of LTP (Berberich et al., 2005; Weitlauf
et al., 2005; Zhao et al., 2005). These discrepancies could be related to
the differential distribution of NMDAR subtypes. For example, an
important role for extrasynaptic receptors exclusively containing the
NR2B subunit (Cull-Candy et al., 2001) is reported in synaptic
plasticity (Massey et al., 2004) or in neuronal cell death (Hardingham
et al., 2002; Hardingham, 2006). However, both NR2A- and NR2B-
NMDAR subtypes can be located on either synaptic or extrasynaptic
sites (Thomas et al., 2006). Here, we show that predominantly
synaptic NMDARs are implicated in the observed potentiating effects.

Another possible explanation of these discrepancies is to consider
changes in the spatial distribution of NMDARs during the develop-
mental stages. Although the NR1 subunit is ubiquitously expressed in
the central nervous system, NR2 subunit expression is temporally
regulated (Monyer et al., 1994; Liu et al., 2004b) with the
NR2A : NR2B ratio increasing during maturation (Yoshimura et al.,
2003; Liu et al., 2004c). In the rat visual cortex, morphological studies
showed that NR1 and NR2B subunits are already expressed at birth
and reach their highest level of expression during the second and third
postnatal weeks (Kew et al., 1998; Tongiorgi et al., 2003; Babb et al.,
2005). In contrast, NR2A subunits are poorly expressed at birth but

progressively increase as development proceeds (Kew et al., 1998)
and the insertion of NR2A receptors displaces NR2B receptors at
extrasynaptic sites (Liu et al., 2004c). Our results clearly show that the
potentiation initially depends on NR2B-containing receptors in P18–
P23 rats but becomes NR2A dependent for P29–P32 rats. Thus, in
order to understand the particular role of NR2A or NR2B in the
potentiation process, it is crucial to consider the temporal and spatial
NMDAR expression. Hence, rather than a differential role for NR2A-
or NR2B-containing receptors in the induction of LTP supposed by
recent works (Berberich et al., 2005; Weitlauf et al., 2005; Zhao et al.,
2005), we propose that both types can be involved in the potentiation
but their respective involvement depends on the developmental stage
of the cortex.
We show that, without underestimating the problem of selectivity of

the NR2A- or NR2B-containing receptor antagonists, it is necessary to
consider the developmental stages of the animal. In addition, we
cannot exclude the possibility that, for P18–P23 rats, NR2A-contain-
ing receptors were present but not yet fully functional (not antagonist
sensitive), whereas for P29–P32 rats specific blockers were rather
efficient.
The blockade of NMDARs prevents the potentiation of excitatory

and inhibitory inputs on layer 5 pyramidal neurones to HFS in
layer 2 ⁄ 3 resulting in an unchanged E : I ratio. These results suggest
that the NMDAR activation is not required for the induction of the
homeostatic control of the E : I balance but is necessary for the
homeostatic plasticity expression. Only a few studies report a similar
observation in which the blockade of NMDARs prevents the
potentiation of inhibitory synapses [inhibitory postsynaptic currents
recorded in cerebellar stellate cells (Liu & Lachamp, 2006)]. It is
obvious that we cannot localize facilitated synapses in the stimulated
networks by an HFS protocol and we observed that the stimulation
of inhibitory interneurones is mainly disynaptic, involving a synapse
between a glutamatergic terminal and the interneurone (see the
supplementary material of Le Roux et al., 2006). Thus, the
potentiation of inhibitory inputs following the HFS protocol in
layer 2 ⁄ 3 is probably indirect but, in any case, parallel increases of
the strength of excitatory and inhibitory inputs on the layer 5
pyramidal neurone were observed resulting in a close control of the
E : I ratio. Indeed, normal brain function requires a delicate balance
between excitation and inhibition in neuronal networks; an imbal-
ance of excitation and inhibition underlies various neurological
diseases such as epilepsy (Cossart et al., 2005), Parkinson’s disease
(Llinas et al., 1999) and schizophrenia (Wassef et al., 2003).
A correlation between excitatory and inhibitory neuronal responses
to sensory stimuli has been found in many cortical neurones in adult
mammalian sensory cortices. For example, in cat primary visual
cortex, excitation and inhibition exhibit similar tuning preference and
tuning width in orientation-selective neurones (Anderson et al.,
2000; Martinez et al., 2002; Hirsch et al., 2003; Monier et al., 2003;
Marino et al., 2005). In addition, a proportionality of recurrent

Fig. 5. Effects of the blockade of NR2B- or NR2A-containing receptors on the potentiation of layer 5 pyramidal neurone inputs for postnatal day (P)29–32 rats.
(A) Left column: representative recordings from the statistical analysis of n ¼ 12 experiments before high-frequency stimulation (HFS) application. Right column:
60 min after application of HFS in layer 2 ⁄ 3 in the presence of 1 lm Ro-256981. Top traces: current responses of a layer 5 pyramidal neurone to electrical
stimulation. Imposed membrane potential ranged from )55 to )75 mV. The amplitude of current responses was increased after HFS application. Middle traces:
decomposition of the responses in total conductance change (gT). Bottom traces: decomposition of gT in excitatory and inhibitory conductance changes (gE, dark
grey and gI, light grey). Total, excitatory and inhibitory conductance changes were all increased. (B) Relative changes (compared with control) of total conductance
integral (IntgT) (black bars), excitatory conductance integral (IntgE) (dark grey bars) and inhibitory conductance integral (IntgI) (light grey bars) after HFS in
layer 2 ⁄ 3 (n ¼ 12) in the presence of 1 lm Ro-256981. (C) Relative contribution of excitation and inhibition conductance changes to the total conductance change
after HFS in the presence of 1 lm Ro-256981 (c, control before the HFS protocol). (D–F) Application of the HFS protocol in the presence of 0.1 lm NVP-AAM077
(n ¼ 13). Legends are identical to those in A–C. No variations of total, excitatory and inhibitory conductance changes were observed after HFS (D and E) and the
excitatory : inhibitory ratio was unchanged (F). *P £ 0.05, **P £ 0.01 and ***P £ 0.001.
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excitation and inhibition in cortical networks has been demonstrated
to be associated with the persistent activity and is thought to underlie
the working memory (Shu et al., 2003). Therefore, neuronal
networks adapt to environmental changes by learning and memory,
in which the strength of excitatory or inhibitory synapses is changed.
We show, using a protocol of stimulation classically used in long-
term plasticity, that the E : I ratio can remain unchanged while the
strength of excitatory and inhibitory inputs alters. The present results
provide evidence for the activation of the homeostatic control of the
E : I ratio previously reported by Le Roux et al. (2006). This control
is independent of the activation of NMDARs but appears to be
linked to recurrent interactions between excitatory and inhibitory
circuits through layer 2 ⁄ 3 and layer 5 pyramidal neurones. This
cortical organization can underlie the HFS-induced potentiation of
some excitatory and inhibitory synapses (and the imprinting of some
information) and may control the main output pathway of the cortex,
layer 5 pyramidal neurones, through a homeostatic mechanism
avoiding hyper- or hypo-excitability.
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Abstract

In the cortex, homeostatic plasticity appears to be a key process for maintaining neuronal network activity in a functional range. This
phenomenon depends on close interactions between excitatory and inhibitory circuits. We previously showed that application of a
high frequency of stimulation (HFS) protocol in layer 2 ⁄ 3 induces parallel potentiation of excitatory and inhibitory inputs on layer 5
pyramidal neurons, leading to an unchanged excitation ⁄ inhibition (E ⁄ I) balance. These coordinated long-term potentiations of
excitation and inhibition correspond to homeostatic plasticity of the neuronal networks. We showed here, on the rat visual cortex, that
blockade (with gabazine) or overactivation (with 4,5,6,7-tetrahydroisoxazolo[5,4-c]pyridin-3-ol) of GABAA receptors enhanced the E ⁄ I
balance and prevented the potentiation of excitatory and inhibitory inputs after an HFS protocol. These impairements of the
GABAergic transmission led to a long-term depression-like effect after an HFS protocol. We also observed that the blockade of
inhibition reduced excitation (by 60%), and conversely, the blockade of excitation decreased inhibition (by 90%). These results
support the idea that inhibitory interneurons are critical for recurrent interactions underlying homeostatic plasticity in cortical networks.

Introduction

Layer 5 pyramidal neurons in the cortex elaborate cortical output signals
as a function of the balance between excitatory and inhibitory inputs
received (Marder & Prinz, 2002). This excitation ⁄ inhibition (E ⁄ I)
balance is closely regulated in order to keep neuronal responsiveness in a
functional range. An imbalance was reported to underlie various
pathologies, such as epilepsy and schizophrenia (Cline, 2005). The E ⁄ I
balance of cortical layer 5 pyramidal neurons is dynamically maintained
to a set-point composed of 20% excitation and 80% inhibition (Le Roux
et al., 2006), whereas inhibitory interneurons represent 20% of the
neuronal population of the cortex (Peters & Kara, 1985). These results
highlight the particular role of inhibitory interneurons in control of the
E ⁄ I balance of layer 5 pyramidal neurons.
The dynamic equilibrium between strengths of excitatory and

inhibitory inputs depends on compensatory changes between excita-
tion and inhibition received by a cell (Turrigiano, 1999; Liu et al.,
2007). Deregulation of normal activity (by pharmacological treatment
or visual deprivation) induces a normalization or a scaling of this
activity (after 24–48 h) through changes of the excitatory synaptic
drive (Turrigiano et al., 1998; Maffei et al., 2004, 2006). This
phenomenon was described in terms of homeostatic plasticity
(Turrigiano & Nelson, 2004; Davis, 2006), which ensures that
neurons have the ability to integrate new information, by modification
of the strength of their inputs, while a stable E ⁄ I ratio is maintained.
Using a method that allows the decomposition of the response of a

layer 5 pyramidal neuron, following electrical stimulation in layer 2 ⁄ 3,
into its excitatory and inhibitory components (Borg-Graham et al., 1998;
Monier et al., 2003), we previously showed that application of a high

frequency of stimulation (HFS) protocol induces parallel increases of
excitatory and inhibitory inputs received by layer 5 pyramidal neurons
(Le Roux et al., 2006). Therefore, the E ⁄ I balance was notmodified, and
this process corresponds to a homeostatic plasticity process that differs
from synaptic scaling because it consists of parallel and immediate
changes in synaptic drives and requires synaptic N-methyl-d-aspartate
receptor activation (Le Roux et al., 2007).
Most of the data about homeostatic plasticity come from work on

excitatory synapses. However, in the normal functioning brain, the
regulation of inhibitory synaptic strength is also important for the
timing of the critical period (Freund & Gulyas, 1997; Zilberter, 2000),
for the synchronization of neuronal activity (Tamas et al., 2000;
McBain & Fisahn, 2001; Freund, 2003), and for learning and memory
(Bradler & Barrioneuvo, 1989; Steele & Mauk, 1999). This inhibitory
plasticity is also involved in pathological conditions such as drug
abuse or epilepsy (Lu et al., 2000; Nugent et al., 2007). Despite this
major involvement in the control of normal brain functions, mecha-
nisms responsible for the induction of inhibitory synapse plasticity
remain poorly understood (Caillard et al., 1999a,b; Gaiarsa et al.,
2002). Moreover, homeostatic plasticity is based on coordinated
changes of the strength of excitatory and inhibitory synaptic drives.
Therefore, it is crucial to determine some key cellular mechanisms
underlying the inhibitory control of activity in conditions where the
interactions between excitation and inhibition remain functional.
Our aim was to determine the involvement of GABAA synaptic

drive in the regulation of cortical network activity and the homeostatic
potentiation that occurred. We found that increasing GABAA receptor
activation induced a disruption of the E ⁄ I balance. We show that any
deregulation of the GABAergic system, due to overactivation or
blockade of GABAA receptors, prevents normal plasticity processes
induced by HFS [usually used to induce long-term potentiation (LTP)]
and leads to depression of excitatory and inhibitory inputs on the layer
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5 pyramidal neuron, a long-term depression-like effect ordinarily
induced by a specific protocol of stimulation.

Materials and methods

Slice preparation

Parasagittal slices containing primary visual cortex were obtained from
18- to 25-day-old Wistar rats. In accordance with the guidelines of the
American Neuroscience Association, a rat was decapitated, and its brain
was quickly removed and placed in chilled (5 �C) artificial cerebrospinal
extracellular solution. Slices of 250 lm thickness were obtained from
the primary visual cortex, using a vibratome, and then incubated for at
least 1 h at 36 �C in a solution containing: 126 mm NaCl, 26 mm

NaHCO3, 10 mm glucose, 2 mm CaCl2, 1.5 mm KCl, 1.5 mm MgSO4,
and 1.25 mm KH2PO4 (pH 7.5, 310 ⁄ 330 mOsm). This solution was
bubbled continuously with a mixture of 95% O2 and 5% CO2.

Electrophysiological recordings and cell identification

Slices were placed on the X–Y translation stage of a Zeiss microscope,
equipped with a video-enhanced differential interference contrast
system, and perfused continuously. The optical monitoring of the
patched cell was achieved with standard optics using a 40· long-
working-distance water immersion lens. Layer 5 pyramidal neurons,
identified from the shape of their soma and primary dendrites and from
their current-induced excitability pattern, were studied using the patch-
clamp technique in the whole-cell configuration. Somatic whole-cell
recordings were performed at room temperature using borosilicate
glass pipettes (of 3–5 MW resistance in the bath) filled with a solution
containing: 140 mm potassium gluconate, 10 mm HEPES, 4 mm ATP,
2 mm MgCl2, 0.4 mm GTP, and 0.5 mm EGTA (pH 7.3, adjusted with
KOH, 270–290 mOsm).

Current-clamp and voltage-clamp recordings were performed using
an Axopatch 1D (Axon Instruments, USA), filtered by a low-pass
Bessel filter with a cut-off frequency set at 2 kHz, and digitally
sampled at 4 kHz. The membrane potential was corrected off-line by
about )10 mV to account for the junction potential. Estimation of the
access resistance (Rs) is critical for the quantitative evaluation of the
relative change of input conductance in response to synaptic
activation. After capacitance neutralization, bridge balancing was
done on-line under current-clamp conditions, which provided an initial
estimate of Rs. The Rs value was checked and revised, as necessary
off-line, by fitting the voltage response to a hyperpolarizing current
pulse with the sum of two exponentials. Under voltage-clamp
conditions, the holding potential was corrected off-line using this Rs

value. Only cells with a resting membrane potential more negative
than )55 mV and allowing recordings with an Rs value lower than
25 MW were kept for further analysis. The firing behavior of neurons
was determined in response to depolarizing current pulses ranging
from )100 to 200 pA under current-clamp conditions.

The stimulating electrodes were positioned in layer 2 ⁄ 3. Electrical
stimulations (1)10 lA, 0.2 ms duration) were delivered in this layer
using 1 MW impedance bipolar tungsten electrodes (TST33A10KT,
WPI). The intensity of the stimulation was adjusted in current-clamp
conditions to induce a subthreshold postsynaptic response due to
coactivation of excitatory and inhibitory circuits. Responses with
antidromic spikes were discarded. Under voltage-clamp conditions,
the frequency of stimulation was 0.05 Hz, and five to eight trials were
repeated for a given holding potential.

A control recording was made after 15 min of patch-clamp
equilibration at 0.05 Hz, and then drugs were continuously perfused

for 20 min; a ‘drug recording’ was made in the same conditions. We
next applied an HFS protocol in order to induce long-term modifi-
cations of synaptic strengths in the recruited circuits. The HFS
protocol was elicited with theta burst stimulation, which is known to
induce LTP at the synaptic level. It consists of three trains of 13 bursts
applied at a frequency of 5 Hz, each burst containing four pulses at
100 Hz (Abraham & Huggett, 1997). Recordings were made at
0.05 Hz after 15, 30, 45 and 60 min of HFS protocol application.

Drugs

Agonist and antagonists of GABAA receptors [bicuculline, 4,5,6,
7-terahydroisoxazolo[5,4-c]pyridine-3-ol (THIP or Gaboxadol) and
gabazine (GBZ, SR95531), purchased from Sigma (St Louis, MO,
USA)], were dissolved in the perfusate for at least 15 min before
recordings.

Synaptic responses analysis

Data were analysed off-line with specialized software (Acquis1TM and
ElphyTM: written by Gérard Sadoc, Biologic UNIC–CNRS, France).
The method is based on the continuous measurement of conductance
dynamics during stimulus-evoked synaptic response, as primarily
described in vivo on cat cortex (Borg-Graham et al., 1998; Monier
et al., 2003) and recently validated on rat visual cortex (Le Roux et al.,
2006). This method has received further validation on other experi-
mental models (Shu et al., 2003; Wehr & Zador, 2003; Higley &
Contreras, 2006; Cruikshank et al., 2007). Evoked synaptic currents
were measured and averaged at a given holding potential. In current–
voltage (I–V ) curves for every possible delay (t), the value of holding
potential (Vh) was corrected (Vhc) for the ohmic drop due to the leakage
current through Rs by the equation: Vhc(t) = Vh(t) – I(t) · Rs. An
average estimate of the input conductance waveform of the cell was
calculated from the best linear fit (mean least square criterion) of the I–V
curve for each delay (t) following the stimulation onset. Only cells
showing a Pearson correlation coefficient for the I–V linear regression
higher than 0.95 between )90 and )40 mV were considered for
calculation of the conductance change of the recorded pyramidal neuron
from the slope of the linear regression.
The evoked synaptic conductance term [gT(t)] was derived from the

input conductance by subtracting the resting conductance (grest). Under
our experimental conditions, the global spontaneous activity was very
weak, and thus the synaptic activity at rest was null. Consequently, the
grest value was estimated 90 ms before the electrical stimulation. The
apparent reversal potential of the synaptic current at the soma [Esyn(t)]
was taken as the voltage abscissa of the intersection point between the
I–V curve obtained at a given time (t) and that determined at rest. Assu-
ming that the evoked somatic conductance change reflects the composite
synaptic input reaching the soma, Esyn(t) characterizes the stimulation-
locked dynamics of the balance between excitation and inhibition.

Decomposition of the synaptic conductance

To decompose the global evoked synaptic conductance [gT(t)] into
excitatory and inhibitory components [gE(t) and gI(t)], we used the
following simplifications:

IsynðtÞ ¼ gEðtÞ½EsynðtÞ � Eexc� þ gIðtÞ ½EsynðtÞ � Einh�
and

gTðtÞ ¼ gEðtÞ þ gIðtÞ

where Isyn(t) is the total synaptic current, Esyn(t) is the apparent
reversal potential at the soma (see the previous paragraph), gE(t) and
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gI(t) are excitatory and inhibitory conductances respectively, and Eexc

and Einh are the reversal potentials for excitation and inhibition. Values
of these reversal potentials were equal to 0 mV for excitation (Eexc)
and to )80 mV for inhibition (Einh), lumping the combined effects of
the activation of GABAA and GABAB receptors in a single inhibitory
component potential (Anderson et al., 2000; Borg-Graham, 2001;
Monier et al., 2003, 2008). The value of )80 mV used in the
decomposition method is the reversal potential of GABAA (and not an
intermediate value between GABAA and GABAB), because in the
presence of QX314 (which blocks K+ efflux), no significant variation
of the synaptic response was observed. Moreover, Monier et al. (2008)
showed that the GABAB conductance change never exceeded more
than 2% of the global conductance change.
We showed that the I–V curve in the presence of excitatory synaptic

transmission blockers (6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione, D-AP5)
was linear between )80 and +10 mV, with a reversal potential equal to
)80 mV (Le Roux et al., 2006). In the presence of bicuculline, which
blocks inhibitory inputs on the layer 5 pyramidal neuron, the I–V curve
for excitation is linear between )80 and +10 mV, with a reversal
potential equal to 0 mV (data not shown), as already shown by other
studies (Wehr & Zador, 2003; Higley & Contreras, 2006). Under our
experimental conditions of stimulation of cortical layers leading to
subthreshold postsynaptic responses, Esyn(t), which was extrapolated
from I–V curves, took any intermediate value between )80 and
)40 mV (see the supplementary data of Le Roux et al., 2006), i.e.
within the limits of our voltage excursion ()90 to )40 mV)
corresponding to the linearity of I–V curves and between the respective
values of Einh and Eexc in such a way that the mathematical conditions
of the oversimplification used to calculate gI(t) and gE(t) were fulfilled.
Like all somatic recordings, our recordings do not allow rigorous

estimates of synaptic events in the distal dendrites, and the conductance
estimates are ratios of the overall excitatory and inhibitory drives
contained in the local network stimulated (Haideret al., 2006).However,
our measurements give relative changes in conductance magnitude that
reflect the cumulative contributions of excitation and inhibition arriving
at proximal portions of the neuron. These relative conductance changes
at the somatic level define a narrowwindowoverwhich input integration
and spike output can occur (Higley & Contreras, 2006).
To quantify the synaptic conductance changes, the integral (Int)

over a time window of 200 ms was calculated for the total
conductance change (IntgT) and for the excitatory and inhibitory
conductance changes (IntgE and IntgI, respectively). The contribution
of each component was expressed by the ratio of its integral value
(IntgE or IntgI) to that of total conductance change (IntgT).

Reconstitution of the membrane potential

The dynamics of the membrane potential (VrecT) were reconstituted
from the experimentally derived excitatory and inhibitory conductance
profiles, on the basis of the prediction given by the combination of the
different synaptic activation sources:

dVmðtÞ
dt

¼ grest þ gT ðtÞ
sgrest

grest Erest þ gT ðtÞEsynðtÞ
grest þ gT ðtÞ � VmðtÞ

� �

where s is the membrane time constant measured at rest by injecting a
50 pA hyperpolarizing current step, and Erest is the resting potential.

Statistical analysis

Data are expressed as the mean ± standard deviation of the mean of n
cells. Statistical analyses were performed using the parametrical t-test

for paired samples. In this latter case, data were expressed as
percentages of control values. Data were considered to be statistically
significant for P £ 0.05, P £ 0.01, and P £ 0.001.

Results

Effects of the blockade of GABAA receptors on the E ⁄ I balance

To further characterize the involvement of GABAA receptors in the
homeostatic regulation process of the E ⁄ I balance in the visual cortex
that has been previously reported (Le Roux et al., 2006), we first
blocked GABAA receptors using GBZ, a specific blocker of GABAA

receptors. We used two concentrations of GBZ that do not fully block
GABAA receptors (Cope et al., 2005) in order to determine the limits
within which the inhibitory control of the E ⁄ I balance remains
functional.
Representative recordings of current responses of a layer 5

pyramidal neuron to layer 2 ⁄ 3 stimulations are presented in Fig. 1A
under control conditions and 20 min after application of 30 nm

GBZ, a low concentration that is supposed to block extrasynaptic
GABAA receptors (Cope et al., 2005). The total conductance
change (gT) of the pyramidal neuron (Fig. 1A, medium traces),
calculated from current recordings (see Materials and methods), did
not significantly change in the presence of GBZ. Decomposition of
gT into its excitatory and inhibitory components (gE and gI,
respectively) showed no significant variation of either component
(Fig. 1A, lower traces). This observation was confirmed by the
statistical analysis of the neuronal population (n = 11). Relative
conductance changes are presented in Fig. 1B (left part): IntgT,
IntgE and IntgI were not significantly modified. Under these
conditions, excitatory and inhibitory conductance changes, ex-
pressed as percentages of total conductance change, were not
significantly changed in the presence of GBZ (Fig. 1B, right part).
Consequently, the E ⁄ I ratio is not significantly modified (from
22.3 ± 3% to 25.3 ± 3%).
Application of 200 nm GBZ induced a significant decrease of

IntgI by 38.8 ± 1.2% and an increase of IntgE by 56.1 ± 2.2%
(n = 17), as compared to control values (Fig. 1C and D). Conse-
quently, the E ⁄ I ratio was significantly enhanced (P < 0.001) from
17.8% ⁄ 82.2% to 38.4% ⁄ 61.6% in the presence of 200 nm GBZ
(Fig. 1D).

Effects of overactivation of GABAA receptors on the E ⁄ I balance

We next overstimulated the GABAergic system by perfusing neurons
with THIP, an agonist of GABAA receptors (Drasbek et al., 2007).
For a given concentration of agonist (10 lm), the amplitude of the

current elicited by THIP is higher than that elicited by GABA (data
not shown). This indicates that THIP, as compared to GABA, is a
better agonist of GABAA receptors, as previously reported (Cope
et al., 2005; Drasbek & Jensen, 2006; Liang et al., 2006).
A low concentration of THIP (200 nm) did not affect current

responses to layer 2 ⁄ 3 stimulation, or global conductance change and
its excitatory and inhibitory components (Fig. 2A and B). The
statistical analysis of the neuronal population (n = 20) shows that the
total, excitatory and inhibitory conductance changes were not
significantly modified (P > 0.05, n = 20). Under these conditions,
the E ⁄ I ratio remained unchanged (Fig. 2B).

In the presence of 10 lm THIP, the current responses and the
total, excitatory and inhibitory conductance changes were decreased
(Fig. 2C). This observation was confirmed by the statistical analysis
of the neuronal population (n = 24, Fig. 2D). IntgT was decreased
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from 446.8 ± 82.7 a.u. (arbitrary units) for the control to
267.6 ± 50.9 a.u. in the presence of THIP, IntgE from
65.2 ± 11.2 a.u. to 56.3 ± 11.9 a.u., and IntgI from
381.6 ± 73.6 a.u. to 211.3 ± 42.3 a.u. Excitatory conductance
change, expressed as percentage of total conductance change, was
significantly increased from 16.9 ± 2.0% for control to 22.8 ± 2.4%
in the presence of THIP, and the percentage of inhibition was
significantly decreased from 83.1 ± 2.0% to 77.2 ± 2.4% (Fig. 2D).
Consequently, the E ⁄ I ratio was slightly but significantly increased
by 5.9% (P < 0.01, t-test, n = 24).

Homeostatic potentiation induced by application of an HFS
protocol in layer 2 ⁄ 3

We previously described a homeostatic potentiation of excitatory and
inhibitory inputs on layer 5 pyramidal neurons by application of an
HFS protocol in layer 2 ⁄ 3. Marked increases of global, excitatory and
inhibitory conductance changes were observed (Le Roux et al., 2006).
Similar results were obtained in a new series of experiments (Fig. 3A).
Statistical analysis of the global population (n = 19, Fig. 3B) shows
that the total conductance change was increased by 50%, due to

Fig. 1. Effects of GABAA receptor blockade on the excitation ⁄ inhibition (E ⁄ I) balance of layer 5 pyramidal neurons. (A) The left column shows a representative
recording in the control condition and the right column shows a recording made after application of 30 nm gabazine (GBZ) for 20 min. Upper traces: current
responses of a layer 5 pyramidal neuron to electrical stimulation (black arrow) applied in layer 2 ⁄ 3; holding potentials scaled from )75 mV (bottom trace) to
)55 mV (steps equal to 5 mV). Medium traces: decomposition of the responses in total conductance change (gT). Lower traces: decomposition of gT in excitatory
and inhibitory conductance changes (gE, dark gray; gI, light gray). No significant variations of total, excitatory and inhibitory conductance changes were observed.
(B) Left part: relative changes (as compared to control) of IntgT (black bars), IntgE (dark gray bars) and IntgI (light gray bars) after application of 30 nm GBZ
(n = 11). Right part: excitation (black bars) and inhibition (white bars) conductance changes expressed as percentages of the total conductance change. The E ⁄ I ratio
remains unchanged. (C) The left column shows a representative recording in the control condition and the right column shows a representative recording after
application of 200 nm GBZ for 20 min. In the presence of 200 nm, the inward current was increased, whereas the outward component was decreased. (D) Left part:
relative changes (as compared to control) of IntgT (black bars), IntgE (dark gray bars) and IntgI (light gray bars) after application of 200 nm GBZ (n = 17). Right
part: excitation (black bars) and inhibition (white bars) conductance changes expressed as percentages of the total conductance change in the control condition (left,
c) and in the presence of GBZ (right). Excitation increased from 17.8 ± 2.5% of the total conductance change to 38.5 ± 5.0%, and inhibition decreased from
82.2 ± 2.5% to 61.5 ± 5.0%. ***P < 0.001, **P < 0.01 and *P < 0.05, t-test.
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parallel increases in excitatory and inhibitory conductance changes
(Fig. 3C) lasting for 1 h. This results in an unchanged E ⁄ I ratio.

Lack of time-dependent effects of THIP and GBZ on the E ⁄ I
balance

Our aim was to determine the involvement of GABAA synaptic drive
in the regulation of cortical activity and the homeostatic potentiation
that occurred after the application of an HFS protocol in layer 2 ⁄ 3. To
be confident that possible long-lasting changes of the excitatory and
inhibitory conductances resulted from the HFS stimulation, and not to
a time-dependent effect of the drugs, we determined the E ⁄ I balance in
the presence of THIP or GBZ, for 1 h without application of HFS.

After a first 20 min recording in the presence of 10 lmTHIP, theHFS
protocol was omitted and recordings were performed 15, 30, 45 and
60 min later. Representative current recordings are shown in Fig. 4A,
with the corresponding analysis of the total conductance change and of
its excitatory and inhibitory components. No time-dependent effect of
THIP appeared. Moreover, the statistical analysis of the neuronal
population (n = 5, Fig. 4B) shows that the E ⁄ I balance did not change
further with time and was equal to the value obtained in Fig. 2D.
The same experimental protocol was applied in the presence of

200 nm GBZ. Current recordings were unchanged (not shown), and
the statistical analysis of the neuronal population (n = 5, Fig. 4C)
reveals the lack of a significant time-dependent effect of GBZ on the
E ⁄ I balance for 1 h.

Fig. 2. Effects of GABAA receptor activation on the excitation ⁄ inhibition balance of layer 5 pyramidal neurons. (A and C) Left columns show representative
recordings in the control condition, and right columns show recordings made after 20 min of application of 4,5,6,7-tetrahydroisoxazolo[5,4-c]pyridin-3-ol (THIP)
(200 nm or 10 lm, respectively). Upper traces: current responses of a layer 5 pyramidal neuron to electrical stimulation (black arrow) applied in layer 2 ⁄ 3; holding
potentials scaled from )70 mV (bottom trace) to )50 mV (steps equal to 5 mV). Medium traces: decomposition of the responses in total conductance changes (gT).
Lower traces: decomposition of gT in excitatory (gE, dark gray) and inhibitory (gI, light gray) conductance changes. Note that the current responses and the
conductance changes remain unchanged in the presence of 200 nm THIP (A), whereas they are decreased in the presence of 10 lm THIP (C). (B) The left part shows
relative changes (as compared to control) of IntgT (black bars), IntgE (dark gray bars) and IntgI (light gray bars) after application of 200 nm THIP (n = 20). The right
part shows excitation (black bars) and inhibition conductances (white bars) expressed as percentages of the total conductance change (c: control). No significant
changes of excitation and inhibition were observed. (D) Left part: relative changes (as compared to control) of IntgT (black bars), IntgE (dark gray bars) and IntgI
(light gray bars) after application of 10 lm THIP (n = 24). Right part: excitation (black bars) and inhibition conductances (white bars) expressed as percentages of
the total conductance change (c: control on the left and in the presence of THIP on the right). Excitation was increased from 16.9 ± 2.0% to 22.8 ± 2.4% and
inhibition was decreased from 83.1 ± 2.0% to 77.2 ± 2.4%. ***P < 0.001, **P < 0.01 and *P < 0.05, t-test.
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Potentiation of excitatory and inhibitory inputs induced
by an HFS protocol is prevented by the blockade of GABAA

receptors

An HFS protocol performed in the presence of 30 nm GBZ induced a
time-dependent depression of IntgT and IntgI (Fig. 5A and B). Sixty
minutes after application of the HFS protocol, IntgT and IntgI were
decreased by 34.1 ± 8.1% and 39.9 ± 5.9% respectively (n = 13),
whereas IntgE remained almost stable. After application of the HFS
protocol, the E ⁄ I ratio was significantly increased (P < 0.01, t-test)
from 25.9% ⁄ 74.1% to 36.1% ⁄ 63.9% by GBZ (Fig. 5C).

An HFS protocol performed in the presence of 200 nm GBZ
produced a marked depression of IntgT and IntgI (Fig. 5D and E).
Sixty minutes after application of the HFS protocol, excitation was
increased by 33%, whereas inhibition was decreased by the same
amount (n = 15, Fig. 5F), leading to an increased E ⁄ I ratio.

Potentiation of excitatory and inhibitory inputs induced
by an HFS protocol is prevented by overactivation of GABAA

receptors

Application of an HFS protocol in the presence of 200 nm THIP
induced, after 15 min, a sustained depression of the integrals of total
as well as of inhibitory and excitatory conductance changes (Fig. 6A
for representative recordings, and Fig. 6B for statistical analysis of the
global population, n = 18). IntgE, when expressed as a percentage of
IntgT, was increased by 6%, whereas IntgI was decreased by 6%, after

60 min (Fig. 6C). This resulted in a slight increase of the E ⁄ I ratio
after HFS application.
In the presence of 10 lm THIP, application of an HFS protocol in

layer 2 ⁄ 3 failed to potentiate excitatory and inhibitory conductance
changes. On the contrary, a time-dependent depression of these
conductance changes was observed (Fig. 6D for representative record-
ings, and Fig. 6E for statistical analysis of the global population,
n = 12). Sixty minutes after HFS application, the relative conductance
changes of IntgE and IntgI (as compared to control before the HFS
protocol) were significantly decreased by about 20% (P < 0.05) and
35% (P < 0.001), respectively. The more important depression of
inhibition (expressed as percentage of total conductance change) than of
excitation (Fig. 6F) resulted in a significant enhancement of the E ⁄ I ratio
by 4% (P < 0.01, t-test).

These results show that whatever the concentration of THIP used,
an HFS protocol fails to induce parallel potentiations of excitatory and
inhibitory inputs but induces depressions of these inputs on layer 5
pyramidal neurons. Moreover, the E ⁄ I balance was increased,
indicating that the homeostatic control of plasticity changes (poten-
tiation or depression) was lost.

Interactions between excitatory and inhibitory circuits
and their plasticity

The plasticity observed in this phenomenon can depend on modifi-
cations of the strength of synapses located either in neuronal circuits

Fig. 3. Effects of the application of a high frequency of stimulation (HFS) protocol in layer 2 ⁄ 3 on the excitation ⁄ inhibition balance of layer 5 pyramidal neurons.
(A) The left column shows representative recordings from the statistical analysis of n = 19 experiments in control conditions, the middle column shows recordings
made 30 min after application of an HFS protocol in layer 2 ⁄ 3, and the right column shows recordings made 60 min after application of HFS. Upper traces: current
responses of a layer 5 pyramidal neuron to electrical stimulation. The imposed membrane potential ranged from )55 to )75 mV. Note that the amplitude of current
responses was increased after HFS application. Medium traces: decomposition of the responses in total conductance change (gT). Lower traces: decomposition of gT
in excitatory and inhibitory conductance changes (gE, dark gray; gI, light gray). Total, excitatory and inhibitory conductance changes were increased after HFS
application. (B) Relative changes (as compared to control) of IntgT (black bars), IntgE (dark grey bars) and IntgI (light gray bars) after application of an HFS protocol
in layer 2 ⁄ 3 in control conditions (n = 19). ***P < 0.001 and *P < 0.05, t-test. (C) Relative contributions of excitation (black) and inhibition (white) conductance
changes to the total conductance change, various times (15, 30, 45 and 60 min) after HFS (c: control before HFS protocol).
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upstream of layer 5 pyramidal neurons, activated by the stimulation
applied in layer 2 ⁄ 3, or on the layer 5 pyramidal neuron itself. The
blockade of excitation with 50 lm 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,
3-dione (the selective inhibitor of á-amino-3-hydroxy-5-methyl-isox-
azolepropionic acid receptors) suppressed the excitatory conductance
change of the response (Fig. 7A). Under this condition, a reduction by

90% of the inhibitory conductance change (91.3 ± 4.8%, n = 6) was
observed, indicating that inhibitory afferents recruited by the electrical
stimulation in layer 2 ⁄ 3 are mainly disynaptic (inhibitory interneurons
activated by afferent glutamatergic neurons). This result suggests that
LTP of inhibition may be due to the potentiation of excitatory
synapses on inhibitory interneurons.

Fig. 4. Lack of time-dependent effect of 4,5,6,7-tetrahydroisoxazolo[5,4-c]pyridin-3-ol (THIP) or gabazine (GBZ) on the excitation ⁄ inhibition (E ⁄ I) balance.
(A) Representative recordings and corresponding conductance determinations in the presence of 10 lm THIP applied for 1 h after a first 20 min period of
application. Upper traces: current responses of a representative layer 5 pyramidal neuron to electrical stimulation. The imposed membrane potential ranged from )55
to )75 mV. Medium traces: decomposition of the responses in total conductance (gT). Lower traces: decomposition of gT in excitatory and inhibitory conductance
(gE, dark gray; gI, light gray). No change in total, inhibitory or excitatory conductance was observed during THIP application. (B) Relative contributions of excitation
(black) and inhibition (white) conductance changes to the total conductance change. Recordings were performed 15, 30, 45 or 60 min after a control recording (t = 0)
made 20 min after application of 10 lm THIP. Bars represent the ratio between recordings after 15, 30, 45 or 60 min and the t = 0 control recording. Note that the
E ⁄ I ratio remained stable. (C) Relative contributions of excitation (black) and inhibition (white) conductance changes to the total conductance change during 60 min
in the presence of 200 nm GBZ. No significant change of the E ⁄ I ratio was observed.
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In the presence of 10 lm bicuculline (the selective blocker of
GABAergic receptors), the inhibitory component of the response was
abolished and the excitatory component was decreased by 60% (Fig. 7B).

This surprising result indicates that the strength of excitatory inputs
received by a layer 5 pyramidal neuron following stimulation in layer 2 ⁄ 3
also partly depends on functional inhibition in the neuronal network.

Fig. 5. Effects of a high frequency of stimulation (HFS) protocol in the presence of gabazine (GBZ). (A) The left column shows a representative recording from the
statistical analysis of n = 13 experiments in the presence of 30 nm GBZ before HFS application, the middle column shows a recording made 30 min after application
of an HFS protocol, and the right column shows a recording made 60 min after application of an HFS protocol in layer 2 ⁄ 3. Upper traces: current responses of a
layer 5 pyramidal neuron to electrical stimulation. The imposed membrane potential ranged from )55 to )75 mV. The inward current was not modified, whereas the
outward component was decreased. Medium traces: decomposition of the responses in total conductance change (gT). Lower traces: decomposition of gT in
excitatory and inhibitory conductance changes (gE, dark gray; gI, light gray). The total and inhibitory conductance changes were decreased after HFS application. (B)
Relative changes (as compared to control) of IntgT (black bars), IntgE (dark gray bars) and IntgI (light gray bars) after an HFS protocol in layer 2 ⁄ 3 (n = 14) in the
presence of 30 nm GBZ. ***P < 0.001, **P < 0.01 and *P < 0.05, t-test. (C) Relative contributions of excitation and inhibition conductance changes to the total
conductance change, after application of an HFS protocol in the presence of 200 nm GBZ (c: control before HFS protocol). Note that the excitation ⁄ inhibition (E ⁄ I)
ratio strongly increased. (D–F) Application of an HFS protocol in the presence of 200 nm GBZ (n = 14). The total and inhibitory conductance changes were
decreased (D and E) and the E ⁄ I ratio was increased (F).
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Fig. 6. Effects of a high frequency of stimulation (HFS) protocol in the presence of 4,5,6,7-tetrahydroisoxazolo[5,4-c]pyridin-3-ol (THIP). (A) The left column
shows a representative recording from the statistical analysis of n = 18 experiments in the presence of 200 nm THIP before HFS application, the middle
column shows a recording made 30 min after application of an HFS protocol, and the right column shows a recording made 60 min after application of HFS
in layer 2 ⁄ 3. Upper traces: current responses of a layer 5 pyramidal neuron to electrical stimulation. The imposed membrane potential ranged from )55 to
)75 mV. Medium traces: decomposition of the responses in total conductance change (gT). Lower traces: decomposition of gT in excitatory and inhibitory
conductance changes (gE, dark gray; gI, light gray). Total, inhibitory and excitatory conductance changes were decreased after HFS application. (B) Relative
changes (as compared to control) of IntgT (black bars), IntgE (dark gray bars) and IntgI (light gray bars) after HFS in layer 2 ⁄ 3 (n = 18) in the presence of
200 nm THIP. ***P < 0.001, **P < 0.01 and *P < 0.05, t-test). (C) Relative contributions of excitation and inhibition conductance changes to the total
conductance change, after HFS in the presence of 200 nm THIP (c: control before HFS protocol). Note that the excitation ⁄ inhibition (E ⁄ I) ratio was increased.
(D–F) Application of an HFS protocol in the presence of 10 lm THIP (n = 16). Total, excitatory and inhibitory conductance changes were decreased (D and
E) and the E ⁄ I ratio was increased (F).
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Discussion

Our data show that an HFS protocol applied to layer 2 ⁄ 3 induces
homeostatic potentiation of excitatory and inhibitory inputs on layer 5
pyramidal neurons, leading to an unchanged E ⁄ I ratio, provided that
GABAergic receptors are functional. The blockade or the overactiva-
tion of these receptors induces the loss of the E ⁄ I balance control and
prevents the induction of homeostatic potentiation. Although our
results indicate that it remains difficult to finely modulate GABAA

receptor activation, it appears that inhibition is closely related to the
excitation processes and that those interactions between excitation and
inhibition mainly underlie the regulation of cortical network activity.
As the E ⁄ I balance mainly refers to integrative properties of the apical
dendrites of layer 5 pyramidal neurons, our results can be discussed
first at the level of presynaptic entries on the pyramidal neuron, in
order to question local modulatory effects of the drugs on presynaptic
terminals, and second at the level of the cortical organization, because
homeostatic potentiation of excitation and inhibition was prevented.

Presynaptic modulation of GABA release

Besides inhibitory connections of interneurons on the distal part of
apical dendrites of layer 5 pyramidal neurons, projections of interneu-
rons on the proximal part of the apical dendrite, i.e. on cellular loci where
direct modulation of shunting inhibition will be efficient (Wells et al.,

2000), are further substantiated by changes of shunting inhibition
following an HFS protocol in layer 2 ⁄ 3 that have already been reported
(Le Roux et al., 2006). Double bouquet cells and bipolar cells, which
have their soma located in layer 2 ⁄ 3, and axons that project on the apical
dendrites of layer 5 pyramidal neurons (Markram et al., 2004), could
mainly be involved in these inhibitory afferent inputs. Therefore, the
activation or the blockade of presynaptic GABA receptors might change
inhibitory inputs and shunting inhibition, leading to the loss of the E ⁄ I
balance in our experiments. However, it has been reported that THIP
does not act on the release of GABA in rat cerebral cortex (Maurin,
1988), and that the blockade of GABA receptors with bicuculline
facilitated, inhibited or had no effect on GABA release (Arbilla et al.,
1979; Kuriyama et al., 1984; Lockerbie & Gordon-Weeks, 1985).
Moreover, it has been suggested recently that presynaptic enhancement
of GABA release with GBZmight be efficient in rat juvenile cerebellum
but disappear in postnatal day (P)15 rats (Trigo et al., 2007), i.e. before
the developmental stage (P17–P20) that we used for our experiments.
From these observations, presynaptic modulatory effects of THIP or
GBZ on GABA release appear to be not very likely.

Recurrent organization through cortical layers

The neocortex is critical for sensation, perception, behavior, and
cognition. These functions are ensured by the cortical network. Thus,

Fig. 7. The inhibition recorded in a layer 5 pyramidal neuron in response to electrical stimulation of layer 2 ⁄ 3 is mainly disynaptic. Upper traces: current responses
obtained after stimulation (arrow) of layers 2 ⁄ 3. Medium traces: decomposition of the responses in global conductance change (gT). Lower traces: decomposition
of gT in excitatory and inhibitory conductance changes. (A) Left column: control conditions. Right column: after the blockade of glutamatergic receptors by 6-cyano-
7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX). Note that in the presence of CNQX, the excitatory component of the response was abolished, whereas the inhibitory
component was decreased by about 85%, indicating that inhibition is mainly disynaptic. (B) Left column: control conditions. Right column: after the blockade of
GABAergic receptors by bicuculline. Note that the inhibitory component was abolished, whereas the excitatory component was decreased by about 60%.
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the regulation of network activity, which depends on the excitatory
and inhibitory stimuli received, must be closely regulated, and
maintaining a balance between excitation and inhibition is a dynamic
process. In the cortex, changes in excitation are rapidly countered by
changes in synaptic inhibition within several primary sensory areas
(Anderson et al., 2000; Shu et al., 2003; Wehr & Zador, 2003; Wilent
& Contreras, 2004; Gabernet et al., 2005; Haider et al., 2006; Le Roux
et al., 2006). These compensatory changes underlie the phenomenon
of homeostatic plasticity, which ensures that modification of the
strength of one component is compensated by coordinated changes of
the other (Davis & Bezprozvanny, 2001; Turrigiano & Nelson, 2004),
resulting in an unchanged E ⁄ I ratio (Le Roux et al., 2006). However,
the cellular mechanisms that ensure this balancing are poorly
understood. Recurrent inhibitory circuits seem to be well suited to
provide this dynamic regulation (Douglas & Martin, 1991; Shu et al.,
2003; Maffei et al., 2004; Pouille & Scanziani, 2004; Le Roux et al.,
2006). The main hypothesis concerning the mechanisms of this
regulation is based on the recurrent organization of the cortex, which
produces a robust feed-forward inhibition in response to thalamocor-
tical entries (Agmon & Connors, 1992; Gil & Amitai, 1996; Beierlein
et al., 2003; Gabernet et al., 2005; Inoue & Imoto, 2006; Sun et al.,
2006). Moreover, recent data suggest a prominent role of feed-forward
inhibition in the cortex, to strongly control excitation (Cruikshank
et al., 2007; Ren et al., 2007) as well.
Among the different schemes for logical operations performed by

interneurons in cortical layers (Kullmann & Lamsa, 2007), our findings
are in favor of disynaptic inhibition following electrical stimulation in
layer 2 ⁄ 3. Indeed, 90% of inhibition on layer 5 pyramidal neurons is
activated by afferent glutamatergic neurons. Morphological observa-
tions are in agreement with this functional approach, because layer 5
pyramidal neurons receive inputs both from other layer 5 pyramidal
neurons on their proximal basal dendrites (Markram et al., 1997;
Silberberg &Markram, 2007) and from layer 2 ⁄ 3 neurons (Thomson &
Bannister, 1998), especially from interneurons that project onto the
proximal parts of apical dendrites (Cipolloni et al., 1998; Bannister,
2005). As we showed that the blockade of inhibition produces a 60%
decrease of excitation on the layer 5 pyramidal neuron, a recurrent
connectivity between layer 5 pyramidal neurons and layer 2 ⁄ 3 neurons
is relevant. Chandelier cells in layer 2 ⁄ 3 can recruit pyramidal neurons
through specialized GABAA receptors located on the axonal parts of the
pyramidal neurons and driving depolarizing signals (Szabadics et al.,
2006). Then, similar to the disynaptic inhibition abolished by 6-cyano-7-
nitroquinoxaline-2,3-dione, the reduction of the excitatory component
in the presence of bicuculline could be due to the blockade of disynaptic
recruitment of pyramidal cells by GABAergic chandelier cells. Such a
network organization could explain why interneurons, which comprised
20% of the cortical neurons, account for 80% in the E ⁄ I balance. This
idea is further substantiated by recent data indicating that activity in one
pyramidal cell evokes inhibition in another pyramidal cell (Kapfer et al.,
2007; Silberberg &Markram, 2007). Excitatory activity in layer 2 ⁄ 3 of
the somatosensory cortex has also been shown to specifically recruit a
recurrent inhibitory circuit involving somatostatin interneurons located
in layers 2 ⁄ 3 and 5. Through this circuit, a single pyramidal cell can
cause inhibition of almost 40% of its neighbors (Kapfer et al., 2007).

GABAA receptors and E ⁄ I balance of layer 5 pyramidal
neurons

Low concentrations of THIP or GBZ did not change the E ⁄ I balance.
Thus, it can be assumed that regulatory mechanisms controlling the
E ⁄ I balance are potent enough to compensate for weak changes in
cortical inhibitory activity.

In contrast, the effective blockade or the overactivation of GABAA

receptors led to changes in the strength of the inhibitory synaptic
inputs. The blockade of GABAA receptors did not change the strength
of excitatory inputs but decreased inhibitory inputs on layer 5
pyramidal neurons, leading to an important enhancement of the E ⁄ I
balance. It has been shown that an E ⁄ I balance equal to 20% ⁄ 80%
corresponds to a set-point control keeping the layer 5 pyramidal
neurons and cortical networks within a functional range (Le Roux
et al., 2006). This requires at least recurrent connectivity between
excitatory and inhibitory neuronal circuits, and this condition is
discussed above. Taking into account that 200 nm GBZ markedly
increased the E ⁄ I balance, we conclude that this blockage of GABA
receptors probably disrupts recurrent interactions between excitatory
and inhibitory neuronal networks. Conversely, the use of a GABAA

agonist decreased excitation and inhibition, resulting in a weak
enhancement (by 5.9%) of the E ⁄ I balance. Thus, one can postulate
that compensatory interactions between excitatory and inhibitory
networks remain functional during GABAA receptor stimulation.
It is important to note that in the presence of a GABAA receptor

agonist, the inhibitory conductance change was decreased. This can be
explained by a switch of GABAergic responses following prolonged
GABAA receptor activation from a hyperpolarizing to a depolarizing
response, as observed in mature cortical neurons (Lambert et al., 1991;
Staley et al., 1995; Kaila et al., 1997; Taira et al., 1997; Staley &
Proctor, 1999; Gulledge & Stuart, 2003). This is probably due to a
positive shift of the reversal potential of the Cl) current as a result of
Cl) accumulation in neurons (Staley et al., 1995; Backus et al., 1998;
Dallwig et al., 1999; Frech et al., 1999; Jedlicka & Backus, 2006).
Prolonged activation of GABAA receptor with THIP can also
desensitize the receptors and consequently lead to a decrease in the
strength of inhibitory inputs on layer 5 pyramidal neurons.

GABAA receptors and homeostatic plasticity

The HFS protocol induced a slight increase of the E ⁄ I balance when
GABAA receptors were activated and a strong enhancement of the E ⁄ I
balance (70% ⁄ 30%) in the presence of GBZ. These results indicate
that impairing the GABAergic transmission suppresses the coordi-
nated processes, assuming homeostatic potentiation of excitatory and
inhibitory inputs on layer 5 pyramidal neurons (Le Roux et al., 2006),
and leads to a long-term depression-like effect instead of the expected
LTP. However, taking into account the extent of changes in the E ⁄ I
balance, it can be assumed that the overactivation of GABAA

receptors prevents the homeostatic control of excitatory and inhibitory
neuronal circuits, and that their blockade can largely deregulate the
mechanisms of homeostatic plasticity in neuronal networks. This
supports the idea that inhibitory interneurons (as already discussed
above) are critical for recurrent interactions underlying normal
plasticity in cortical networks.

Plasticity of excitatory and inhibitory cortico-cortical inputs

The concept of homeostatic plasticity is based on interactions and
coordination between excitatory and inhibitory neuronal circuits.
Recent data indicate that inhibition increases linearly with the amount
of excitation received by cortical neurons (Anderson et al., 2000;
Wehr & Zador, 2003; Wilent & Contreras, 2004). Adjustments of
excitatory and inhibitory synaptic strengths have been observed in
experiments on visual deprivation, in which changes in excitatory
synaptic drive induce compensatory changes in the inhibitory synaptic
drive to maintain stable levels of activity in the developing visual
cortex (Turrigiano, 1999; Maffei et al., 2004, 2006). Our previous
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experiments indicate that simultaneous compensatory potentiations of
excitation and inhibition are induced after application of an HFS
protocol (Le Roux et al., 2006). These results raise the question of the
coordinated induction of the plasticity of excitatory and inhibitory
synapses. Because the inhibition is mainly disynaptic, it can be
proposed that the feed-forward inhibitory pathway involves at least
upstream excitatory fibers originating from layer 5 that synapse on
layer 2 ⁄ 3 interneurons. Such a scheme was also described in the
hippocampus, where N-methyl-d-aspartate-receptor-dependent LTP in
interneurons mainly depends on the feed-forward inhibitory pathway
(Lamsa et al., 2005), and in the retinotectal system (Liu et al., 2007).
These results indicate that GABAergic plasticity can be guided by
glutamatergic transmission, and that inhibitory plasticity can mainly
occur in parallel with excitatory plasticity. This fits also with the
classic paradigm whereby, in the cortex, inhibitory connections
preserve network stability by preventing runaway excitation (Tsodyks
et al., 1997). It needs simultaneous strengthening of disynaptic
inhibition that may act to optimize the information-storage capacity of
the network by preventing excessive excitation of the output neurons.
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bstract—The level of excitability of cortical neurons de-
ends on the balance between their excitatory and inhibitory

nputs (excitation/inhibition [E/I] balance). In the cortex, the
/I balance received by a neuron is dynamically maintained

hrough a coordinated regulation of the strength of these
nputs, described in term of homeostatic plasticity. Using a

ethod allowing the determination of the E/I balance in rat
ortical layer 5 pyramidal neurons (L5-PNs, the main output
tage of the cortex), while keeping the interactions between
xcitatory and inhibitory networks functional, we examined
he effects of high or low frequency of stimulation (HFS or
FS) protocols in layer 4 (in order to mimic thalamo–cortical
ntries) on the E–I level of the neuronal network. We previ-
usly showed that the E/I balance of L5-PNs remains stable
ue to a dual potentiation or dual depression of E and I after
FS or LFS protocols. Here, using a specific neuronal nitric
xide synthase (nNOS) inhibitor, we show that the related
otentiation or depression of E and I (underlying homeostatic
lasticity processes) required nNOS activation. We also
how that application of an unspecific blocker of nitric oxide
ynthase (NOS) or a nitric oxide (NO) scavenger induces an
ncrease of the E/I balance suggesting a role for a tonic NO
ynthesis in the regulation of the network activity. It is con-
luded that, in the cortex, a phasic NO effect (due to activa-
ion of nNOS) is required for the induction of homeostatic
lasticity processes whereas a tonic NO signal is involved in
he regulation of a set-point value for the E/I balance. © 2009
BRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

ey words: homeostatic plasticity, E/I balance, nitric oxide,
TP, LTD.
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942
he functioning of the nervous system requires that neu-

onal networks remain responsive to stimuli over a broad

ynamic range. This is achieved by a delicate balance

etween excitation (E) and inhibition (I) received by a cell

Shadlen and Newsome, 1994; Abbott and Chance, 2005).

functional correlation between synaptic E and I in neu-

onal responses to stimuli was found in many cortical

eurons (Anderson et al., 2000; Monier et al., 2003; Marino

t al., 2005; Haider et al., 2006), indicating that E and I are

o-regulated; thus the concept of homeostatic plasticity at

neuronal level appeared. It corresponds to physiological

rocesses allowing a neuron to integrate new information

y changing the strength of its synaptic inputs while keep-

ng stable its level of excitability (Turrigiano, 1999, 2004;

avis and Bezprozvanny, 2001; Turrigiano and Nelson,

004). We previously extended this concept to neuronal

etworks in the rat visual cortex by determination of the E/I

alance of layer 5 pyramidal neurons (L5-PNs), which

laborate cortical output signals following electrical stimu-

ation of layer 4 (to mimic the main entry of thalamic inputs)

nd thus are relevant to estimate a network activity. Using

method previously described (Le Roux et al., 2006;

onier et al., 2008) that allows the preservation of func-

ional interaction between E and I, we showed an E/I

alance in L5-PNs equal to 20/80 (Le Roux et al., 2006).

e also showed that application of high or low frequency

timulation (HFS or LFS) protocols in layer 4, used to

nduce LTP or LTD at synaptic levels, induced parallel

otentiation or depression of E and I in L5-PNs, leading to

n unchanged E/I ratio (Le Roux et al., 2006).

We previously showed that NMDA receptor activation

s required for homeostatic plasticity induction in L5-PNs

fter electrical stimulation in layer 2/3 (Le Roux et al.,

007) or in layer 4 (unpublished observations). The role of

itric oxide (NO) in synaptic plasticity has been widely

nvestigated particularly at the synaptic level of excitatory

ynapses (Garthwaite and Boulton, 1995; Hawkins et al.,

998; Haghikia et al., 2007) and NO synthesis is assumed

o result from the activation of NMDA receptors at the

ostsynaptic site (Garthwaite et al., 1988; Brenman and

redt, 1997; Murphy and Bliss, 1999). However, the mech-

nisms of the plasticity of inhibitory synapses are poorly

nderstood, principally because of the heterogeneous

opulation of inhibitory interneurons (Kawaguchi and

ondo, 2002). Therefore the role of NO in the regulation of

he strength of inhibitory synapses remains to be eluci-

ated. NO seems to increase the GABA release in cere-

ellum or hypothalamus (Wall, 2003; Li et al., 2004) but it
an also reduce GABAA receptor activity (Robello et al.,

s reserved.
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N. Le Roux et al. / Neuroscience 163 (2009) 942–951 943
996; Wall, 2003). In the visual cortex, nitric oxide syn-

hase (NOS) is highly expressed (Chung et al., 2004;

ousef et al., 2004) and was reported to control neuronal

ctivity (Cudeiro et al., 1997).

By determination of the E/I balance of L5-PNs, we

nvestigated here the role of NO synthesis in the regulation

f excitatory and inhibitory synaptic strengths of the neu-

onal network. We show that the blockade of neuronal

itric oxide synthase (nNOS) prevents the effects of HFS

r LFS protocols on both E and I resulting in an unchanged

/I balance. Moreover, an increase of the E/I balance is

bserved using an unspecific blocker of NOS or a NO

cavenger. These results are in favor of a basal tonic NO

ynthesis in the cortex. We conclude that, in cortical net-

orks, a tonic NO signal can be suspected to maintain

euronal activity whereas a phasic NO signal is required

or plasticity processes at the level of excitatory and inhib-

tory synapses.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

eneral methods

ll experiments were performed in accordance with the guidelines

f the American Neuroscience Association. Methods and solu-

ions were as reported previously (Le Roux et al., 2006). Para-

agittal slices containing primary visual cortex were obtained from

18 to P25 Wistar rats. Somatic whole-cell recordings were per-

ormed at room temperature, using borosilicate glass pipettes (of

–5 M� resistance in bath) filled with a solution containing (in

M): K-gluconate, 140; HEPES, 10; ATP, 4; MgCl2, 2; GTP, 0.4;

nd EGTA, 0.5 (pH 7.3 adjusted with KOH; 270–290 mOsm).

oltage-clamp recordings were performed using an Axopatch 1D

Axon Instruments, CA, USA), filtered by a low-pass Bessel filter

ith a cutoff frequency set at 2 kHz, and digitally sampled at 4

Hz. The membrane potential (Vm) was corrected off-line by �10

V to account for the junction potential. The firing profile of

atched neurons and their membrane resistance (Rm) were ob-

ained using 1 s depolarizing steps ranging from �100 to 200 pA.

nly cells having a resting Vm more negative than �55 mV and

ith an access resistance lower than 25 M� were kept for further

nalysis. The access resistance was compensated off-line in

oltage clamp mode and neurons exhibiting more than 10% of

he access resistance during the experiment were rejected.

lectrical stimulations (1–10 �A, 0.2 ms duration) were deliv-

red in layer 4 using 1 M� impedance bipolar tungsten elec-

rodes (TST33A10KT; WPI, Hertfordshire, UK). The intensity of

he stimulation corresponds to 50% of the maximum response.

rugs

-Arginine (L-arg) and D-arginine (D-arg) were purchased from

igma (St. Louis, MO, USA), 2-(4-carboxyphenyl)-4,5-dihydro-

,4,5,5-tetramethyl-1H-imidazolyl-1-oxy-3-oxide (C-PTIO), (Z)-1-

N-(3-aminopropyl)-N-(n-propyl)amino]diazen-1-ium-1,2-diolate

PAPA-NONOATE), and L-NAME (L-NG-Nitroarginine methyl es-

er) were purchased from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI,

SA). Drugs were dissolved in the perfusate for at least 15 min

efore recordings.

lasticity induction protocols

nder voltage-clamp five to 10 trials were repeated for each

olding potential (0.05 Hz). A control recording was made after 15
in of patch-clamp equilibration at five to seven holding poten- E
ials. After this control recording, drug was added to the external

edium and superfused on the slice during 20 min. Then a “drug

ecording” was performed in the same condition of stimulation as

he control recording.

For experiments of potentiation or depression, HFS or LFS

rotocol was applied after a round of “drug recording” as de-

cribed above. Fifteen, 30, 45 and 60 min after the beginning of

he protocol of HFS or LFS, recordings of current responses were

one as described above (frequency of stimulation 0.05 Hz) in

rder to compare to the control “drug recording.” The HFS protocol

as elicited with theta-burst stimulation (three trains of 13 bursts

pplied at a frequency of 5 Hz, each burst containing four pulses

t 100 Hz, for a total duration of 2 min). The LFS protocol con-

isted of 1 Hz stimulation for 15 min.

ynaptic response analysis

ata were analyzed off-line with specialized software (Acquis1™

nd Elphy™: written by Gérard Sadoc, Biologic UNIC–CNRS,

rance). The method is based on the continuous measurement

f conductance dynamics during stimulus-evoked synaptic re-

ponses, as first described in vivo in cat cortex (Borg-Graham et

l., 1998; Monier et al., 2003) and recently validated on rat visual

ortex (Le Roux et al., 2006; Lucas-Meunier et al., in press). This

ethod has received further validation on other experimental

odels (Shu et al., 2003; Wehr and Zador, 2003; Higley and

ontreras, 2006; Le Roux et al., 2006; Monier et al., 2008).

voked synaptic currents were measured and averaged at a given

olding potential. In I–V curves for each delay (t), the value of the

olding potential (Vh) was corrected (Vhc) from the ohmic drop

ue to the leakage current through Rs, by the equation:

hc(t)�Vh(t)�I(t)�Rs. An average estimate of the input conduc-

ance waveform of the cell was calculated from the best linear fit

mean least square criterion) of the I–V curve for each delay (t)

ollowing the stimulation onset. Only cells showing a Pearson

orrelation coefficient for the I–V linear regression higher than

.95 between �90 and �40 mV were considered in order to

alculate the conductance change of the recorded pyramidal neu-

on from the slope of the linear regression.

The evoked synaptic conductance term (gT(t)) was derived

rom the input conductance by subtracting the resting conduc-

ance (grest) estimated 90 ms before the electrical stimulation. The

pparent reversal potential of the synaptic current at the soma

Esyn(t)) was taken as the voltage abscissa of the intersection

oint between the I–V curve obtained at a given time (t) and that

etermined at rest. Assuming that the evoked somatic conduc-

ance change reflects the composite synaptic input reaching the

oma, Esyn(t) characterizes the stimulation-locked dynamics of

he balance between E and I.

ecomposition of synaptic conductance

o decompose gT(t) into excitatory and inhibitory compo-

ents (gE(t) and gI(t), respectively), we used the following sim-

lifications: Isyn(t)�gE(t)[Esyn(t)-Eexc]�gI(t)[Esyn(t)-Einh] and

T(t)�gE(t)�gI(t), where Isyn(t) is the global synaptic current,

syn(t) the apparent reversal potential at the soma, and Eexc and

inh the reversal potentials for E and I currents, respectively (pro-

ram written by Cyril Monier, CNRS, UNIC, France). We showed that

he I/V curve in the presence of excitatory synaptic transmission

lockers (CNQX, D-AP5) is linear between �80 and �10 mV with a

eversal potential equal to �80 mV (Le Roux et al., 2006). In the

resence of bicuculline that blocks inhibitory inputs on the L5-PN, the

/V curve for E is linear between �80 and �10 mV with a reversal

otential equal to 0 mV (Le Roux et al., 2006; supplementary data) as

lready shown by other studies (Wehr and Zador, 2003; Higley and

ontreras, 2006). Under our experimental conditions of stimulation of

ortical layers leading to subthreshold postsynaptic responses,
syn(t) which was extrapolated from I–V curves took any intermedi-
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te value between �80 and �40 mV (Le Roux et al., 2006; supple-

entary data) i.e. within the limits of our voltage excursion (�90 to

40 mV) corresponding to the linearity of I–V curves and between

he respective values of Einh and Eexc in such a way that the

athematical conditions of the oversimplification used to calculate

I(t) and gE(t) were fulfilled.

Like all somatic recordings, our recordings cannot make rig-

rous estimates of synaptic events in the distal dendrites and the

onductance estimates are ratios of the overall excitatory and

nhibitory drive contained in the local network that has been stim-

lated (Haider et al., 2006). However, our measurements give

elative changes in conductance magnitude which reflect the cu-

ulative contributions of E and I arriving at proximal portions of

he neuron. These relative conductance changes at the somatic

evel define a narrow window over which input integration and

pike output can occur (Higley and Contreras, 2006).

The integral (Int) over a time window of 200 ms was used to

uantify the synaptic conductance changes. The contribution of

ach component was expressed by the ratio of the integral value

f excitatory or inhibitory conductance change (IntgE or IntgI) to

hat of total conductance change (IntgT).

tatistical analysis

ata are expressed as the mean�the standard deviation of the

ean (SD) of n cells. Paired samples for IntgT, IntgE, IntgI, % E

r % I between the control condition (before HFS) and a given time

fter HFS (15, 30, 45 or 60 min) were analyzed using the para-

etrical t-test. Data were considered statistically significant for

�0.05 (*), P�0.01 (**) and P�0.001 (***).

RESULTS

ffects of NO on the E/I balance in cortical
yramidal neurons

he effects of NO on the E/I balance of L5-PNs were

haracterized by supplying L-arg, the substrate of NOS, in

rder to enhance endogenous synthesis of NO, or by

uperfusing a NO donor (PAPA-NONOATE) to chemically

ncrease the NO concentration in the cortical slice.

After a control recording (to a stimulation of layer 4 at

.05 Hz, see Experimental Procedures), L-arg 200 �M was

dded in our external solution and superfused during 20

in. Then, a “drug recording” was made in the same

ondition of stimulation than control and showed that ap-

lication of L-arg induced an increase in the amplitude of

urrent responses, compared to the control recording, of a

5-PN to electrical stimulation (Fig. 1A1). The integral (see

xperimental Procedures) of the IntgT increased from

16.8�84.8 a.u. to 745.6�118.5 a.u., which corresponds

o a 46.2�11.1% (P�0.001, n�15) increase (Fig. 1A2).

he IntgE was enhanced by 50.47�20.4% (P�0.05), from

1.0�11.5 a.u. to 133.6�22.9 a.u., and the IntgI increa-

ed by 48.6�14.7% (P�0.01), from 425.8�76.7 a.u. to

12.1�106.5 a.u. (Fig. 1A2).

Due to parallel increase of intgE and intgI, the percent-

ge of E (expressed as percents of intgE to intgT) and the

ercentage of I (expressed as percents of intgI to intgT)

emained stable (Fig. 1A2); the E/I balance is unchanged.

The membrane properties, Vm and Rm were not sig-

ificantly modified (P�0.05) by the application of L-arg
Table 1). n
To confirm that these effects result from NO-synthesis,

e applied 200 �M D-arg which is not a substrate for NOS

Fig. 1B1). No significant modification of total, excitatory

nd inhibitory conductance changes were observed

Fig. 1B2).

In the presence of 10 �M PAPA-NONOATE, a strong

ncrease in the amplitude of current responses of L5-

Ns to electrical stimulation was observed (Fig. 1C1).

otal, excitatory and inhibitory conductance changes

ere significantly increased (Fig. 1C2). IntgT, intgE, and

ntgI respectively increased by 142.3�38.5% (n�11),

00.3�57.2%, and 135.6�38% (Fig. 1C2). The percent-

ge of I was significantly decreased (P�0.05) from

7.7�3.9% to 74.7�3.4% resulting in an enhancement of

he E/I ratio from 22/78 to 25/75. Under these conditions,

m remained unchanged whereas Rm is significantly

educed (P�0.05) by 26.8�9.8% (Table 1) due to the

ver-expression of NO.

We conclude that, in the presence of L-arg, the potentia-

ion of total, excitatory and inhibitory conductance changes

as due to NO synthesis by NOS. Hence, NO can influence

he strength of excitatory and inhibitory inputs on L5-PNs.

urther investigations were initiated to determine if a basal

ynthesis of NO can exert such an effect.

This possibility was checked by blocking NOS activity

ith 10 �M L-NAME or by scavenging NO with 10 �M

-PTIO. Representative recordings of L5-PNs in the pres-

nce of the NOS antagonist showed no apparent modifi-

ation of the total conductance change masking an in-

rease in the excitatory conductance change and a de-

rease in the inhibitory conductance (Fig. 2A1). The

tatistical analysis in the presence of L-NAME (n�18)

howed significant opposite effects on IntgE and IntgI

hich were increased (P�0.05) by 21�10% or decreased

1�9% respectively (Fig. 2A2). These changes resulted in

n increase in the E/I ratio from 18.6�2.1%/81.4�2.1% to

4.1�3.0%/75.9%�3.0% (Fig. 2A2). Similar results were

btained in the presence of a NO scavenger (10 �M,

-PTIO), which also significantly (P�0.05, n�14) in-

reased E (by 27�12%) and decreased I (by 24�11%)

Fig. 2B1 for representative recordings and Fig. 2B2 for

tatistical analysis of the global population) resulting in a

eaningful enhancement of the E/I ratio (from 20.9�4.3%/

9.1�4.5% to 28.7�4.5%/71.3%�4.6%). Under these

onditions, Vm remained unchanged whereas Rm is sig-

ificantly reduced (P�0.05) by 18.4% for L-NAME and by

9.3% for C-PTIO (Table 1).

From these experiments, the similar actions of a NOS

nhibitor and a NO scavenger strongly suggested the pres-

nce of a tonic level of endogenous NO in the visual

ortex. Previous reports have argued in favor of a tonic NO

ignal resulting from the specific activation of endothelial

itric oxide synthase (eNOS) and a phasic NO signal de-

ending on nNOS activation (Hopper and Garthwaite,

006). Whereas no specific eNOS antagonist is actually

vailable, L-VNIO was reported as a specific antagonist of

he nNOS (Alderton et al., 2001; Erdal et al., 2005; Hopper

nd Garthwaite, 2006). Application of 100 nM L-VNIO did
ot induce significant change of total, excitatory and inhib-
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tory conductance changes (Fig. 2C1, for representative

ecordings and Fig. 2C2 for statistical analysis of the global

ig. 1. Effects of an enhanced concentration of NO on the E/I ba

lectrical stimulation at 0.05 Hz (black arrow) applied in layer 4: left

in after perfusion of 200 �M of L-arg (A); 200 �M of D-arg (B), and 1

race) to �60 mV (top trace, steps equal to 5 mV). Medium traces

races: decomposition of gT in excitatory and inhibitory conductanc

APA-NONOATE, total, excitatory and inhibitory conductance cha

ntgT (black), intgE (dark grey), and intgI (light grey), in the presenc

elative contribution of excitatory and inhibitory conductance change

pplication of 200 �M of D-arg (n�12). Legends are identical to tho

re identical to those in A2.

able 1. Effects of drugs superfusion on the Vm and Rm

Vm (mV)

Control D

-Arg �76.9�1.0 �

-Arg �75.3�1.7 �

APA
ONOATE

�72.2�1.9 �

-NAME �74.7�0.9 �

-PTIO �74.9�0.9 �

-VNIO �71.6�1.3 �
L-Arg and D-arg were superfused at 200 �M, PAPA-NONOATE, L-NAME, and C-P
opulation, n�15). Under these conditions, the E/I ratio

as unchanged (Fig. 2C2).

L5-PN. (A1–C1) Upper traces: current responses of a L5-PN to

in control conditions and right column, for the same stimulation, 20

PAPA-NONOATE (C). Holding potentials ranged from �80 (bottom

osition of the responses in total conductance change (gT). Lower

es. Note that, for stimulation in layer 4 in the presence of L-arg or

re increased. (A2) Left: relative changes (compared to control) of

�M of L-arg (n�15) (*** P�0.001, ** P�0.01, and * P�0.05). Right:

total conductance change in the presence of L-arg (c, control). (B2)

. (C2) Application of 10 �M of PAPA-NONOATE (n�11). Legends

Rm (M�)

Control Drug

266.5�45.6 255.4�43.1

218.9�31.3 197.5�36.4

284.9�44.7 202.1�36.5�

243.1�40.4 198.3�30.1�

205.9�40.8 166.1�30.2�

295.2�46.9 286.6�45.5
lance of

column

0 �M of

: decomp

e chang

nges we

e of 200

s to the
rug

75.8�1.0

73.5�1.9

71.1�1.7

73.7�1.2

72.6�0.9

71.1�1.4
TIO at 10 �M whereas L-VNIO was superfused at 100 nM. (* P�0.05).
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O synthesis is required for homeostatic
otentiation of E and I inputs of L5-PNs

omeostatic plasticity ensures that neuronal networks in-

egrate new information, by modification of the strength of

heir excitatory and inhibitory connections while keeping a

table level of activity due to coordinated modification on

he E and I (Le Roux et al., 2006). Here we show that, in

he presence of L-arg, HFS protocol failed to induce signif-

cant potentiation of the excitatory or inhibitory component

Fig. 3). No significant variations of total, excitatory or

nhibitory conductance changes were observed (Fig. 3A1

or representative recordings and Fig. 3A2 for statistical

nalysis of the global population, n�13) and conse-

uently the E/I ratio was unchanged (Fig. 3A3). It can be

ig. 2. Effects of the blockade of NO synthesis on the E/I balance

timulation at 0.05 Hz (black arrow) applied in layer 4: left column in

pplication of 10 �M of an unspecific blocker of NOS, L-NAME (A);

locker, L-VNIO (C). Holding potentials ranged from �80 (botto

ecomposition of the responses in total conductance change (gT).

hanges. (A2) Left: relative changes (compared to control) of intgT

f L-NAME (n�18). Right: relative contribution of excitatory and inhib

f L-NAME. (B2) Application of 10 �M of C-PTIO (n�14). Legends

egends are identical to those in A2.
rgued that in the presence of L-arg, NOS activity was q
lready maximal and no further increase of NO synthe-

is could occur, resulting in a lack of cumulative poten-

iating effects.

In the presence of the NOS blocker L-NAME, the ap-

lication of a HFS protocol also failed to induce the poten-

iation of excitatory and inhibitory conductance changes

see Fig. 3B1 for representative recordings and Fig. 3B2

or statistical analysis of the global population, n�14). No

ignificant change of the E/I balance occurred (Fig. 3B3).

In the presence of the nNOS isoform antagonist, L-

NIO, application of HFS protocol again did not modify

otal, excitatory and inhibitory conductance changes (Fig.

C1 for representative recordings and Fig. 3C2 for statis-

ical analysis of the global population, n�11). Conse-

. (A1–C1) Upper traces: current responses of a L5-PN to electrical

conditions and right column, for the same stimulation, 20 min after

of a NO-scavenger, C-PTIO (B) or of 100 nM of a specific nNOS

to �60 mV (top trace, steps equal to 5 mV). Medium traces:

ces: decomposition of gT in excitatory and inhibitory conductance

intgE (dark grey), and intgI (light grey), in the presence of 10 �M

ductance changes to the total conductance change in the presence

tical to those in A2. (C2) Application of 100 nM of L-VNIO (n�11).
of L5-PN

control

of 10 �M

m trace)

Lower tra

(black),

itory con
uently, the E/I ratio was unchanged (Fig. 3C3).



f

w

N

p

F
(

r

s

r

i

i

I

A

i

N. Le Roux et al. / Neuroscience 163 (2009) 942–951 947
To summarize these results, the HFS protocol was inef-

ective to potentiate E and I when an over-synthesis of NO

ig. 3. Involvement of NO in the homeostatic potentiation of L5-PNs in

0.05 Hz) applied in layer 4 in the presence of 200 �M of L-arg (A

epresentative recording before HFS application, in the presence of th

ame condition of stimulation as that in the the drug recording. Uppe

anged from �60 to �80 mV. Medium traces: decomposition of the re

n excitatory and inhibitory conductance changes (gE, dark grey and g

ntgE (dark grey bars), and intgI (light grey bars), after HFS in layer 2/

conductance changes to the total conductance change, after HFS

pplication of HFS protocol in the presence of 10 �M of L-NAME (n�14

n the presence of 100 nM of L-VNIO (n�14). Legends are identical t
as induced in the presence of L-arg or when the synthesis of t
O was blocked. We conclude that the occurrence of a

hasic NO signal is required to induce the homeostatic po-

–C1) Representative recordings of L5-PNs after electrical stimulation

of L-NAME (B); or 100 nM L-VNIO (C). The left column shows a

nd the right column 60 min after application of HFS in layer 4 with the

current responses of a L5-PN to electrical stimulation. Imposed Vm

in total conductance change (gT). Lower traces: decomposition of gT

y). (A2) Relative changes (compared to control) of intgT (black bars),

in the presence of 200 �M L-arg. (A3) Relative contribution of E and

esence of 200 �M L-arg (c, control before HFS protocol). (B2, B3)

s are identical to those in A2, A3. (C2, C3) Application of HFS protocol

n A2, A3.
puts. (A1

); 10 �M

e drug, a

r traces:

sponses

I, light re

3 (n�13)

in the pr

). Legend

o those i
entiation of excitatory and inhibitory inputs on L5-PNs and
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his phasic NO signal appears to be generated by the acti-

ation of the nNOS because a specific inhibitor also pre-

ented the effects of the HFS protocol.

O synthesis is required for homeostatic depression
f excitatory and inhibitory inputs of L5-PNs

FS protocol induces homeostatic depression of excitatory

nd inhibitory inputs on L5-PNs after electrical stimulation

n layer 4 (Le Roux et al., 2006). We applied this protocol

f stimulation in the presence of L-arg, the NOS agonist, or

-VNIO, the nNOS isoform antagonist. In both cases, we

bserved that in the presence of drugs, application of LFS

rotocol no longer modified total, excitatory and inhibitory

onductance changes (Fig. 4A for L-arg, n�13 and Fig. 4B

or L-VNIO, n�14) and the E/I ratio was unchanged. The

arge decrease (by 50%) of the conductance following 15

in recordings was not considered for analyzing the re-

ults because it corresponds to the end of the stimulation.

hese results indicate that nNOS activation is also re-

uired for the induction of homeostatic depression.

DISCUSSION

n this study, we examined the regulation of the strength of

xcitatory and inhibitory inputs on L5-PNs generated by

timulation in layer 4. Application of HFS or LFS protocol,

hich is able to induce Hebbian plasticity (LTP or LTD

t the synaptic level) was shown to induce reciprocal

hanges in the strength of excitatory and inhibitory inputs

esulting in a stable E/I balance of L5-PNs. These phe-

omena of homeostatic potentiation and depression en-

ure that neuronal network can integrate new information

y modification of the strength of excitatory and inhibitory

nputs without changing the level of excitability of the neu-

onal network. Our results are in favor of a major involve-

ent of NO in the regulation of cortical network activity and

n the induction of homeostatic plasticity processes.

O effects on the E/I balance of L5-PNs

e showed that the superfusion of a NO donor induces

mportant increases of E and I (more than double). The

ncrease of E is more important than that of I and leads to

n increase of the E/I balance leading to an increase of the

xcitability of the PN. However, an endogenous increase

f NO synthesis induced by the application of L-arg, the

ubstrate of the NOS, induced coordinated increases of E

nd I by about 50% and thus no significant modification of

he E/I ratio. These results indicate that the NO synthe-

ized by NOS probably has local specific effects on exci-

atory and inhibitory neurons that do not disturb the E/I

alance of L5-PNs, contrary to untargeted and uncon-

rolled NO effects observed in the presence of a NO donor.

his observation raises the question of the specificity of

unctional NOS isoforms in the activated cortical network.

oth eNOS and nNOS were expressed in the rat visual

ortex in layers 2 to 6 (Yousef et al., 2004): nNOS is

xpressed in a dense network of fibers and in several cells
hereas eNOS is strongly expressed in cortical cells which L
epresent about 60% of the total number of cortical cells.

NOS is also largely expressed in capillaries (Ignarro,

990). Our experiments in the presence of a NOS antag-

nist or of a NO scavenger show similar results, an in-

rease of E and a decrease of I, producing a weak in-

rease in the E/I balance when cortical slices are free of

O. This would be in favor of a basal (or tonic) level of NO

n the cortex decreasing the E/I balance. Such a possibility

s somewhat surprising because the half-life of NO does

ot exceed a few seconds (Hopper and Garthwaite, 2006).

n the presence of L-VNIO, the specific blocker of neuronal

OS, the E/I balance remains unchanged. Consequently,

he tonic NO signal could arise from a basal activity of

NOS as suggested occurring in the hippocampus (Hop-

er and Garthwaite, 2006).

O and homeostatic plasticity processes

t has been shown using knockout mice or after the block-

de of tonic NO synthesis in the hippocampus that both

NOS and eNOS isoforms are required in synaptic plas-

icity processes (O’Dell et al., 1994; Bon and Garthwaite,

003). In our experiments, assuming that the blockade of

NOS with L-VNIO is highly selective, the blockade of

NOS prevents the induction of both homeostatic potenti-

tion and homeostatic depression processes while the

asal NO synthesis by eNOS has a depressive action on

he E/I balance. Interestingly, L-arg application induced

imilar potentiating effects of excitatory and inhibitory in-

uts on L5 pyramidal neurons that mimic the application of

n HFS protocol (Le Roux et al., 2006). Moreover, no

urther potentiating or depressing effects were induced by

he HFS or LFS protocol after a previous application of

-arg. Thus, the synthesis of NO is probably not linked to

he amount of substrate but rather to a specific distribution

f nNOS (see above). These observations are in favor of

he generation of a phasic NO signal by HFS protocol.

imilar observations were made in hippocampus, when

dministration of exogenous NO was paired with a weak

etanic stimulation of afferent fibers (Bohme et al., 1991;

on et al., 1992; Arancio et al., 1996; Malen and Chap-

an, 1997; Bon and Garthwaite, 2003). Since a phasic NO

ignal is required for homeostatic potentiation processes,

ne can question the role of a NO signal in the case of the

FS protocol. Indeed, L-arg application or the nNOS an-

agonist also prevents the effects of the LFS protocol and,

onsequently, a phasic NO signal is also required for ho-

eostatic depression processes. A strong and transient

ncrease in the intracellular Ca2� concentration in the

ostsynaptic neuron is observed for the induction of LTP

hile a moderate change in the intracellular concentration

f Ca2� is needed for the LTD (Mulkey and Malenka, 1992;

alenka and Bear, 2004). Among the different pathways

hich contribute to induce the LTP, the activation of the

onstitutive nNOS via a Ca2� calmodulin-dependent path-

ay has been largely documented and this can explain

hy the blockade of the nNOS prevented the LTP.

It seems that intracellular Ca2� changes can induce

ephosphorylating processes during the induction of
TD (Lee et al., 1998, 2003). However, the relationship
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etween intracellular Ca2� changes and the synthesis of

ig. 4. Involvement of NO in the homeostatic depression of L5-PN

pplied in layer 4 in the presence of 200 �M L-arg (A) or 100 nM

pplication, in the presence of the drug at 0.05 Hz, and the right c

timulation as that in the drug recording. Upper traces: current resp

o �80 mV. Medium traces: decomposition of the responses in tota

nd inhibitory conductance changes (gE, dark grey and gI, light gre

dark grey bars), and intgI (light grey bars), after LFS in layer 4 (n�
conductance changes to the total conductance change, after LFS i

pplication of HFS protocol in the presence of 100 nM of L-VNIO
O during LTD remains elusive, although a requirement r
or NO during the induction of cerebellar LTD has been

. Representative recordings of L5-PNs after electrical stimulation

B). The left column shows a representative recording before LFS

min after application of LFS in layer 4 with the same condition of

f an L5-PN to electrical stimulation. Imposed Vm ranged from �60

ance change (gT). Lower traces: decomposition of gT in excitatory

elative changes (compared to control) of intgT (black bars), intgE

e presence of 200 �M of L-arg. (A3) Relative contribution of E and

sence of 200 �M of L-arg (c, control before LFS protocol). (B2, B3)

egends are identical to those in A2, A3.
s inputs

L-VNIO (

olumn 60

onses o

l conduct

y). (A2) R

13) in th

n the pre

(n�14). L
eported elsewhere (Daniel et al., 1998).
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A recent work proposes that inhibitory plasticity is cru-

ial for the regulation of the E/I balance in the superior

olliculus of hamster (Razak and Pallas, 2007) but mech-

nisms of this inhibitory plasticity are not well understood.

arious effects of NO on GABAergic synapses have been

eported: an increase of the release of GABA (Stern and

udwig, 2001; Li et al., 2002), a reduction of the activity of

ABA receptors, in the cerebral cortex (Robello et al.,

996) or in the cerebellum (Wall, 2003). This discrepancy

ould result from the strong heterogeneity of interneurons.

ndeed, recent evidence showed that a retrograde NO

ignal can modulate by different mechanisms the release

f GABA at the synapses of two types of interneurons,

CK or PV basket cells, in the hippocampus (Szabadits et

l., 2007). It seems that NO needs the cooperation of

ndocannabinoïds to modulate GABA release from CCK

asket terminals (Makara et al., 2007), whereas in PV-

ontaining interneurons NO might be sufficient (Szabadits

t al., 2007).

In our model, in which we looked for a global effect of

O on the network activity, we obtained an increase of

nhibition in the presence of high concentrations of NO and

slight decrease of inhibition when NO was lacking. How-

ver, under our experimental paradigms, more than 80%

f inhibition is disynaptic (Le Roux et al., 2008) and there-

ore, any modification of the strength of inhibitory inputs

an be due to the previous modification of the strength of

xcitatory inputs. Since HFS or LFS protocols failed to

nduce LTP or LTD when NMDARs or nNOS were blocked,

direct effect of NO on GABAergic synapses seems un-

ikely in our experimental conditions. This is corroborated

y different observations in which NMDARs are required to

nduce GABAergic plasticity in visual cortex (Komatsu and

wakiri, 1993) or in hippocampus (Caillard et al., 1999).

his suggests that a major part of the inhibitory plasticity

ould then arise from a previous excitatory plasticity and

hus allow coordinated modification of the strength of E

nd I.

CONCLUSION

n summary, due to its roles in the induction of homeostatic

lasticity processes and in the regulation of the E/I balance

f L5-PNs, NO appears as an important regulator of corti-

al network activity. This regulation occurs through related

hanges of excitatory and inhibitory inputs, resulting from

he recurrent organization of E and I circuits in the cortex to

rovide a stable level of the E/I balance.
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Résumé : Le traitement de l’information sensorielle par le cortex cérébral requiert l’activation 

harmonieuse de micro-circuits neuronaux excitateurs et inhibiteurs interconnectés, ciblant les 

neurones pyramidaux de couche 5. Ces derniers élaborent les signaux de sortie corticaux et 

reçoivent un ratio de 20% d’excitation (E) et 80% d’inhibition (I). La dérégulation de cette 

balance E-I ou du système sérotoninergique conduit à des neuropathologies telles la 

dépression et la schizophrénie mais les interrelations entre la sérotonine et la balance E-I sont 

inconnues. Nous avons montré que la 5-HT endogène module la balance E-I en fonction du 

type de récepteur 5-HT recruté (1A, 2A, 3, 4, 7) et de sa localisation spécifique dans la 

colonne corticale. Ces données électrophysiologiques constituent la première évidence pour 

une action modulatrice fine de la sérotonine corticale sur la balance E-I et révèle la 

ségrégation fonctionnelle des récepteurs 5-HT dans les réseaux de neurones sensoriels. 

 
Mots Clés : sérotonine, récepteurs 5-HT, balance excitation inhibition, intégration synaptique, 

neurone pyramidal de couche 5, réseaux neuronaux, cortex visuel, électrophysiologie. 

 
∴ 

 
Abstract: Neocortical layer 5 pyramidal neuron (L5PN) activity must be finely tuned in 

cortical columns to ensure the dynamic integration of sensory inputs and brain responsiveness. 

This is achieved through the coordinated and balanced activity of wired L5PN-targeting 

excitatory (E) and inhibitory (I) neurons, leading to a 20%-80% E-I balance set-point.  

Any deregulation of the E-I balance or of the serotoninergic system both lead to neuronal 

diseases including depression and schizophrenia, but how serotonin tunes the E-I balance is 

still unknown. In rat visual cortex, we show that endogenous 5-HT has differential modulatory 

effects on the E-I balance, both between 5-HT receptors subtypes (1A, 2A, 3, 4, 7) and in 

relation with their specific localization in the cortical column. We reveal for the first time that 

serotonin finely tunes the E-I balance while keeping L5PN responsiveness within a functional 

range. Our results shed new light on the functional segregation of 5-HTR subtypes in sensory 

circuits. 

 
Key words: serotonin, 5-HT receptors, excitation inhibition balance, synaptic integration, 

layer 5 pyramidal neuron, neuronal networks, visual cortex, electrophysiology. 
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