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Préeambule

Les ganglions de la base (GB) sont un ensemble de noyaux sous-corticaux interconnectés,
impliqués dans la mise en place de programmes cognitivo-moteurs et dans des processus
d’apprentissage procédural. Parmi les différents noyaux qui composent les GB, la substance
noire réticulée (SNr) est la structure qui sera au centre de ce travail. En tant que structure de
sortie des GB, la SNr integre I’ensemble des différentes informations en provenance des
autres noyaux des GB puis les transmet au cortex via un relais thalamique (Deniau et al.,
2007). Plus précisément, la SNr exerce une inhibition constante de ses cibles en raison de son
activité « pace-maker » et de la nature principalement GABAergique de ses neurones. Ainsi,
la transmission des informations des GB au cortex requiert une régulation fine de I’activité
neuronale de cette structure de sortie, permettant de renforcer ou de lever 1’inhibition exercée
par celle-ci. Hormis certains mécanismes intrinséques, la régulation de I’activité neuronale de
la SNr repose principalement sur une balance entre les libérations de glutamate et de GABA.
Ces neurotransmetteurs proviennent des principales structures afférentes que sont le noyau
sous-thalamique (NST), le striatum et le globus pallidus externe (GPe). L’ensemble des
acteurs impliqués dans la régulation de I’activité neuronale de la structure de sortie des GB est
relativement bien documenté mais paradoxalement, aucune étude ne fait état du role des
cellules gliales dans cette modulation. Pourtant, depuis la proposition du modele de la synapse
tripartite (Araque et al., 1999), il est largement admis que les astrocytes exercent un role
modulateur de la communication neuronale. Dans ce modele, les astrocytes sont capables de
détecter 1’activité neuronale et d’agir en retour sur la transmission synaptique de différentes

maniéres.

La premiere partie de ce manuscrit consistera en des rappels bibliographiques scindés en
quatre chapitres. Dans un premier temps, nous nous intéresserons au réseau des GB. Nous
exposerons brievement les fonctions de ce réseau ainsi que les différentes voies qui le
composent. Nous décrirons les différents noyaux des GB en nous focalisant tout
particuliecrement sur 'une des structures afférentes de la SNr qui est le noyau sous-
thalamique, ainsi que sur les relations particuliéres entre NST et SNr. Les caractéristiques
anatomiques et fonctionnelles de la SNr seront abordées dans un second chapitre. Par la suite,
nous verrons que des dysfonctionnements du réseau des GB peuvent mener a certaines
pathologies et nous nous intéresserons plus particulierement a la maladie de Parkinson. Dans
ce troisieme chapitre, nous décrirons la physiopathologie de 1'ensemble des GB en nous
focalisant sur les modifications de 1’activité neuronale au niveau de la SNr. Enfin, nous

parlerons des thérapeutiques de cette pathologie en nous concentrant sur une approche
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neurochirurgicale : la stimulation a haute fréquence du noyau sous-thalamique. Nous
traiterons des mécanismes qui sous-tendent les effets bénéfiques de cette thérapeutique au
niveau du noyau sous-thalamique lui-méme et nous nous intéresserons également a 1’impact
de cette stimulation sur ’activité neuronale de la SNr. Le quatriéme et dernier chapitre sera
consacré aux astrocytes. Nous évoquerons les différents types de cellules gliales et nous
décrirons de maniere exhaustive la physiologie des astrocytes. Nous verrons que ces cellules
possedent des propriétés membranaires spécifiques. Nous discuterons de [’excitabilité
calcique des astrocytes et de leurs différentes fonctions en nous focalisant sur la synapse
tripartite. Enfin, nous discuterons de I’'implication des astrocytes dans les pathologies et

notamment dans la maladie de Parkinson.

La deuxieme partie de ce manuscrit détaillera le modele et les différentes méthodes utilisés
dans ce travail, a savoir ’imagerie calcique confocale et le patch-clamp appliqués en tranches

parasagittales de cerveau de rat.

Dans une troisieme partie, je présenterai les différents résultats obtenus. Le premier volet de
ces résultats sera présenté sous forme d’un article scientifique accompagné d’une introduction
et d’une discussion. Cette premiere partie des résultats concernera 1’activité calcique des
astrocytes de la SNr et la sensibilit¢ de ces cellules a leur environnement neuronal. La
seconde partie des résultats sera rédigée de maniere plus classique et concernera un autre
versant de la communication neurone-astrocyte puisqu’elle traitera de la régulation de

I’activité des neurones de la SNr par certaines fonctions astrocytaires.

Nous terminerons avec la derniere partie qui consistera en une discussion générale. Nous y
résumerons les principaux résultats et tenterons de dégager les perspectives pouvant faire

suite a ce travail.



Rappels bibliographiques

Rappels bibliographiques

I Les ganglions de la base

L. 1. Organisation et fonctions générales des ganglions de la base

Les ganglions de la base (GB) sont un ensemble de noyaux sous-corticaux organis€s en circuits
paralleles, qui interagissent entre eux ainsi qu’avec de nombreuses autres structures cérébrales
(Albin et al., 1989). Les GB ont tout d’abord été décrits comme intervenant dans I’initiation du
mouvement et la sélection de I’action (Percheron et al., 1994). Les roles des GB se sont depuis
¢largis a des composantes plus associatives et limbiques. En effet, la gen¢se d’un comportement
moteur implique I’orchestration de fonctions non seulement motrices mais également cognitives
et limbiques. Ainsi, les GB sont impliqués dans la préparation, I’initiation et la sélection de
I’action, en intégrant les informations sensori-motrices, associatives et limbiques de
I’environnement, afin de sélectionner, agencer et organiser le schéma comportemental le plus
appropri¢ (Brown and Pluck, 2000). De plus, lors d’actions répétées, les GB participent a la mise
en place de la mémorisation des séquences motrices (Chakravarthy et al., 2010). En résumé, les
GB participent non seulement a la planification et a la réalisation du mouvement, mais
interviennent également dans 1’ensemble des processus cognitifs, motivationnels et émotionnels
qui s’y rattachent (Middleton and Strick, 2000).

Les GB sont organisés en réseau et traitent les informations en provenance de toutes les aires
corticales. Une fois traitées, ces informations sont a nouveau transmises au cortex, via un relais
thalamique. Afin de conserver la somatotopie corticale, les GB sont organisés de fagon
particuliere. En effet, les informations provenant des différentes aires corticales sont réparties en
voies paralleles, le long du réseau des GB. Ainsi, on peut définir cinq circuits fonctionnels
cortico-GB-thalamo-corticaux : moteur, oculomoteur, dorsolatéral préfontal, orbito-frontal
latéral et limbique (figure 1) (Alexander and Crutcher, 1990). Cependant, ces canaux parall¢les
de I’information ne sont pas exclusifs et nous verrons qu'ils communiquent entre eux a différents

niveaux.

Les aires corticales se projettent directement sur les deux structures d’entrée des GB que sont le
striatum et le noyau sous-thalamique (NST). Les informations sont ensuite transmises jusqu’aux

structures de sortie : la substance noire réticulée (SNr) et le globus pallidus interne (GPi) chez le
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primate, ou noyau entopédonculaire (EP) chez le rat (Alexander and Crutcher, 1990). Cette
transmission des informations peut alors se faire selon trois voies distinctes : directe, indirecte et
hyperdirecte (figure 1). Les voies directe et hyperdirecte utilisent respectivement le striatum et le
NST comme structures d’entrée, puis se projettent directement vers les structures de sortie (SNr
et GPV/EP). La voie indirecte utilise également le striatum comme structure d’entrée mais établit
des relais au niveau du globus pallidus externe (GPe), puis du NST avant de rejoindre les
structures de sortie (Alexander and Crutcher, 1990; DeLong, 1990). En parallele, la substance
noire compacte (SNc) exerce une régulation fine et précise du fonctionnement de ces différents
noyaux puisqu’elle constitue, avec ’aire tegmentale ventrale (ATV), la principale source de

dopamine du réseau (figure 1).

Circuit associatif Circuit limbique Circuit moteur

cortex

0

y . i
Thalamus | = :i.-:i\\\.\\\‘
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Figure 1 : Schéma des différents circuits cortico-GB-thalamo-corticaux chez le primate et représentation des
différents noyaux des GB. Chacune des différentes aires corticales projette vers le striatum et le noyau sous-
thalamique (NST). La voie directe relie le striatum au globus pallidus interne (GPi) et a la substance noire
réticulée (SNr). La voie indirecte relie le striatum au globus pallidus externe (GPe) puis au NST avant
d’atteindre le GPi et la SNr. Enfin, la voie hyper-directe relie directement le NST aux structures de sortie GPi et
SNr. La substance noire compacte est la structure dopaminergique des circuits associatif et moteur des GB.
L aire tegmentale ventrale (non représentée ici) est la structure dopaminergique du circuit limbique des GB.
D’apres Temel et al., 2005.

La mise en jeu des voies directe, indirecte et hyperdirecte est a 1’origine d’effets opposés sur
I’activité des neurones de sortie des GB et, par conséquent, sur les cibles thalamiques (Maurice
et al., 1999). Ainsi, le cortex cérébral peut étre a 1’origine d’une activation ou d’une inhibition du
thalamus selon le type de voie emprunté (trans-striatales ou trans-subthalamiques). Cependant, il
faut garder a I’esprit qu’il existe également des voies paralleles qui permettent de réguler les

voies principales et de créer des interactions entre elles. Parmi ces voies, citons par exemple les
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afférences du GPe vers la SNr ou du NST vers le GPe mises en évidence chez le rat (Smith and
Bolam, 1991; Magill et al., 2000).

Dans cette partie, je me propose de décrire succinctement les différents noyaux des GB ainsi que
leurs interactions. Je m'attarderai d’avantage sur le NST et la voie subthalamo-nigrale étant
donné qu’elle constitue I'un des supports de mon projet de recherche. La substance noire

réticulée étant au centre de mon travail, fera 1'objet d'un chapitre a part.

L.2. Noyaux et connectivités des ganglions de la base

1.2.1. Le striatum

Le striatum constitue, avec le NST, I'une des structures d’entrée des GB. Il se subdivise en une
partie dorsale et une partie ventrale, chacune impliquée dans différentes boucles fonctionnelles.
Le striatum ventral, aussi appelé noyau accumbens, est surtout impliqué dans les fonctions
limbiques et associatives des GB (Voorn et al., 2004). Chez le primate, le striatum dorsal
comprend le noyau caudé et le putamen, séparés par la capsule interne. Chez le rongeur,
I’absence de capsule interne ne permet pas de délimiter ces deux compartiments. Le striatum
dorsal est essentiellement impliqué dans des fonctions motrices et associatives (Heimer, 1995;
Voorn et al., 2004).

En tant que structure d’entrée des GB, le striatum a la capacité de détecter les informations
corticales pertinentes et de les intégrer. Hormis du cortex, le striatum recoit entre autre des
afférences provenant du NST (Parent and Hazrati, 1995b), de la SNc (Faull and Carman, 1968;
Haber et al., 2000) et du thalamus (Deschenes et al., 1995; McFarland and Haber, 2000) qui ont
été mises en évidence chez le rat et le primate. Concernant les afférences corticales, le striatum
recoit des informations de 1’ensemble du cortex cérébral (McGeorge and Faull, 1989). Comme
nous 1’avons mentionné précédemment, les projections cortico-striatales s’organisent selon une
topographie bien particuliere, permettant 1’organisation en canaux paralleles de 1’information.
Ces projections créent alors un gradient depuis la partie dorso-latérale du striatum jusqu’aux
zones ventro-médianes. La partie dorso-latérale recoit des projections provenant des cortex
moteur et sensorimoteur, la partie centrale recoit les informations du cortex associatif et les
parties ventro-médianes sont en relation avec le systéme limbique chez le rat (McGeorge and
Faull, 1989; Parent and Hazrati, 1995b) et le primate (Haber, 2003). Il existe cependant un
recouvrement de ces différentes voies, responsable d’une certaine convergence de 1’information.
En effet, les afférences cortico-striatales chez le singe sont organisées en projections denses et
diffuses permettant a la fois une convergence et une ségrégation au sein du striatum (Haber et al.,

2006b). Enfin, les relations entre les différentes régions (sensori-motrices, associatives et
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limbiques) sont permises par des interactions avec les noyaux dopaminergiques de la SNc¢ et de
I’ATV (Haber et al., 2000).

Au dela de sa compartimentalisation fonctionnelle, le striatum présente une hétérogénéité du
point de vue moléculaire et cellulaire. Les propriétés histochimiques permettent de distinguer
deux compartiments au sein du striatum dorsal : la matrice et les striosomes (Graybiel and
Ragsdale, 1978; Desban et al., 1993). La matrice occupe la plus grande partie du striatum et
exprime I’enzyme de dégradation de 1’acétylcholine (I’acétylcholine estérase, AChE). Les
striosomes forment un réseau labyrinthique au sein de la matrice et n’expriment pas I’AChE. Ces
deux compartiments ne sont pas organisés de fagon homogene: la matrice est principalement
innervée par les zones motrices et sensorielles et se projette préférentiellement vers le GPi/EP, le
GPe et la SNr; a I’inverse, les striosomes sont plutot la cible des cortex limbique et préfontal et
projettent principalement vers la SNc (Graybiel and Ragsdale, 1978; Gerfen, 1985; Ragsdale and
Graybiel, 1990).

D'un point de vue cellulaire, le striatum est principalement constitué de neurones de projections
GABAergiques, les « Medium Spiny Neurons » (MSN), que 1’on peut classer en deux sous-
populations: 1) les MSNs impliqués dans la voie directe, exprimant les récepteurs
dopaminergiques de type D1 (excitateurs) et muscariniques de type M4 (inhibiteurs), la
substance P et la dynorphine; 2) les MSNs appartenant a la voie indirecte, exprimant les
récepteurs dopaminergiques de type D2 (inhibiteurs), muscariniques de type M1 (excitateurs) et
I’enképhaline (Izzo et al., 1987; Gerfen et al., 1990).

Enfin, le striatum contient des interneurones de natures GABAergique et cholinergique
(Kawaguchi, 1993). Les arborisations de ces interneurones s’étendent indifféremment dans les
territoires matriciels et striosomaux, permettant de faire un lien entre ces compartiments (Kubota
and Kawaguchi, 1993).

En lien avec toutes les aires corticales, les MSNs recoivent de nombreuses projections
neuronales. Grace a leurs caractéristiques électrophysiologiques, ces neurones sont capables de
trier les informations afin d’extraire celles qui sont pertinentes. Le potentiel de membrane des
MSNs oscille entre un état trés polarisé (qualifié de « down state ») et des rebonds de
dépolarisation (« up state ») (I’émission de potentiels d’action n’étant possible que lors des états
«up») (figure 2A). Cependant, les MSNs sont sous le controle de différentes sources
d’inhibition, limitant ainsi I’émission de potentiels d’action durant les états « up ». Lors d’une
excitation par les afférences corticales, les interneurones GABAergiques du striatum sont activés
plus rapidement que les MSNs. Ce phénoméne entraine alors une inhibition des MSNs par les
interneurones, connue sous le nom d’inhibition « feedforward ». Par ailleurs, les MSNs sont
sujets a une inhibition en « feedback » qui résulte d’inhibitions locales exercées par leurs
collatérales. Ainsi, 1I’émission de potentiel d’action n’est possible que lorsque les MSNs sont en

état « up » (i.e. partiellement dépolarisé€s) et qu’ils ne pas soumis aux inhibitions décrites ci-
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dessus. Ces conditions sont réunies lors de fortes entrées corticales, opérées de fagon synchrones
(Figure 2B) [pour revue voir (Murer et al., 2002)]. Cependant, il est important de mentionner que
les états «up » et « down » dépendent du type d’anesthésie utilisé et que les MSNs peuvent

présenter d’autres patrons de décharge (Mahon et al., 2001).

STRIATUM

Figure 2 : Oscillations membranaires d’un neurone épineux du striatum (MSN) et lecture des informations
corticales chez le rat. A. Oscillations du potentiel de membrane d’un MSN entre un état hyperpolarisé et
dépolarisé. B. Comportement des MSNs en fonction des différentes entrées corticales. Les entrées corticales
peuvent étre de différentes intensités (faibles : ronds blancs, fortes : ronds gris ou trés fortes . ronds noirs).
L’émission de potentiels d’action par les MSNs ne survient que lors de fortes entrées corticales corrélées
(figure de gauche). D ’aprés Murer et al., 2002.

En résumé, les MSNs ne sont activés qu’en réponse a un certain type d’information et sont, de ce
fait, considérés comme des détecteurs de coincidence (Calabresi et al., 1987).

En parall¢le, ces neurones sont soumis a une régulation tonique par la dopamine (provenant de la
SNc) et I’acétylcholine (provenant des interneurones cholinergiques), ce qui permet une
régulation fine et précise de 1’activité neuronale de la structure d’entrée des GB (Bar-Gad et al.,
2003; Plenz, 2003).

En opposition avec la diversité de ses afférences, le striatum projette sur peu de structures. Il

projette sur le GPe, le GPi (ou EP chez le rat) et la SN (majoritairement sur la SNr mais certaines

fibres atteignent la SNc). Chacun des trois territoires striataux (sensorimoteur, associatif et
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limbique) se projette de fagon spécifique, permettant une conservation de la somatotopie et de la

ségrégation des informations (Parent and Hazrati, 1995b).

1.2.2. Le globus pallidus

Chez ’homme et le primate, le GP se subdivise en deux parties : le GPe et le GPi. Le rongeur ne
possede pas de GPi, son homologue étant le noyau entopédonculaire (EP) (Nambu, 2007). Les
segments externe et interne du GP recoivent les mémes afférences mais projettent vers
différentes structures et ont divers roles au sein des GB. Les neurones du GPe et du GPi
présentent une activité spontanée, régulée par une balance entre le glutamate et le GABA
provenant principalement du NST et du striatum. Ces afférences sont elles-mémes sous le

contrdle de la dopamine et de la sérotonine (Jaeger and Kita, 2011).

Le GPe est classiquement considéré comme une structure relais de la voie indirecte des GB. 1l
recoit des afférences en provenance du NST et du striatum et projette vers la SNr, le GP/EP et le
thalamus. Cependant, ce noyau ne peut €tre considéré comme un simple relais mais plutot
comme une structure intégrative capable d’affecter 1’ensemble des noyaux des GB, grace
notamment aux interactions réciproques avec le striatum et le NST (Parent and Hazrati, 1995b;
Bar-Gad et al., 2003). Les neurones GABAergiques du GPe présentent de nombreuses dendrites
qui s’étendent sur de longues distances, ce qui permettrait d’intégrer des informations provenant
de multiples régions différentes (Jaeger and Kita, 2011). Ces neurones sont spontanément actifs
et présentent différentes caractéristiques. La majorité d’entre eux présente une activité de
décharge spontanée a haute fréquence (50 a 70 Hz) entrecoupée de pauses, alors que d’autres ont
une activité plus lente, entrecoupée de bouffées de potentiels d’action (DeLong, 1971; Elias et
al., 2007). Le role de ces pauses n’est pas clairement défini. Une étude réalisée chez le singe a
montré que la fréquence et la durée des pauses sont augmentées durant les périodes ou I’animal
ne réalise pas de tiche comportementale (notamment une tiche motrice dirigée vers un but). Les
pauses seraient donc préférentiellement impliquées dans des phénoménes de repos (Elias et al.,
2007).

Le GPi (ou EP chez les rongeurs) constitue 1’'une des deux structures de sortie des GB. Il regoit
des afférences GABAergiques en provenance du striatum et du GPe, glutamatergiques en
provenance du NST et dopaminergiques en provenance de la SNc (Smith et al., 1990; Smith and
Bolam, 1991). Les neurones du GPi sont également spontanément actifs et possedent des
propriétés similaires a celles du GPe (DeLong, 1971). Ils exercent une inhibition tonique des

structures cibles que sont les noyaux thalamiques et le tronc cérébral (Parent et al., 2001).

1.2.3. Le novau sous-thalamique

Le NST est a la fois une structure d’entrée dans le réseau des GB (via la voie hyperdirecte) et un

relais dans la voie indirecte.
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12.3.a : Anatomie du NST et positionnement au sein du réseau des GB.

Le NST, seule structure glutamatergique des GB, est un noyau relativement petit et dense. Les
différents territoires fonctionnels moteurs, associatifs et limbiques des GB que nous avons
décrits au niveau du striatum, sont également retrouvés au niveau du NST. Chez le primate, le
NST se subdivise en trois sous-territoires : somato-moteur (au niveau dorsolatéral), associatif (au
niveau ventromédian) et limbique (au niveau médian) (figure 3A). Chez le rongeur, deux grands
domaines se distinguent: la partie médiane remplit des fonctions associatives et limbiques alors
que la partie latérale est en lien avec des fonctions sensori-motrices (figure 3B) (Temel et al.,
2005; Tan et al., 2006).

A

Figure 3 : Représentation schématique des différents territoires fonctionnels du NST chez le rat et le primate.
A. Chez le primate, le NST se divise en trois territoires : somato-moteur (bleu), associatif (vert) et limbique
(rouge). B. Chez le rat deux subdivisions sont définies : somato-moteur (bleu), associatif et limbique (vert).
D’apres Temel et al., 2005 (A) et d’apres Tan et al., 2006 (B).

Le NST recoit de nombreuses afférences, illustrées dans la figure 4. Les afférences corticales
proviennent majoritairement du cortex moteur primaire chez le primate et du cortex préfontal,
moteur primaire et somato-sensoriel chez le rongeur (Parent and Hazrati, 1995a). Les afférences
glutamatergiques proviennent également du noyau pédonculopontin (PPN) et des noyaux centro-
médian et parafasciculaire du thalamus, chez le rat comme chez le primate (les projections du
noyau parafasciculaire étant majoritaires chez le primate). Ces afférences effectuent des contacts
synaptiques au niveau dendritique des neurones du NST (Kitai and Deniau, 1981; Afsharpour,
1985; Parent and Hazrati, 1995a; Hamani et al., 2004). Les afférences GABAergiques
proviennent quant a elles du GPe et établissent des contacts au niveau dendritique et somatique
et ce chez le rat comme chez le primate (Parent and Hazrati, 1995a; Bevan et al., 2002b; Hamani
et al., 2004). La SNc contacte également le NST et libére de la dopamine au niveau du cou des
¢épines dendritiques (Brown et al., 1979; Parent and Hazrati, 1995a; Hamani et al., 2004). Cette
innervation est plus importante chez le rat que chez le primate (Parent and Hazrati, 1995a).

Enfin, chez le rat comme chez le primate, le NST est sous le contrdle de 1’acétylcholine et de la
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sérotonine en provenance du PPN et du noyau du raphé respectivement (Parent and Hazrati,
1995a; Hamani et al., 2004).

Inputs from GPe to the cell body (31%),
large dendrites (39%), and small dendrites (30%)

Tp ]

Inputs from Motor Cortex

AGh 5-HT
e Dorsal
Tegmentumn Raphe

Figure 4 : Représentation schématique des différentes afférences du NST et de leurs contacts synaptiques chez
le rat et le primate. Les afférences excitatrices et modulatrices en provenance du cortex, du thalamus, de la
substance noire compacte (SNc), du noyau du raphé et du tegmentum établissent des synapses au niveau des
dendrites distales. Les afférences GABAergiques du globus pallidus externe (GPe) établissent des synapses sur
les dendrites distales et proximales, ainsi que sur les somas. D ’apres Hamani et al., 2004.

En retour, le NST projette en direction du GPe et du GPi chez le primate, ou du GPe et de I'EP
chez le rongeur. Il projette également vers le striatum ou il supplée a I’action excitatrice du
cortex et du thalamus (Parent and Hazrati, 1995a). Enfin, le NST projette en direction des deux
parties de la substance noire : la SNc et la SNr chez le rat et le primate. Les interactions du NST
avec les autres noyaux sont souvent complexes et se répercutent sur I’ensemble du réseau des
GB. Les relations avec le GPe sont, par exemple, a I’origine d’interactions récurrentes pouvant

aboutir a des oscillations synchrones, jouant le role de « pace-maker » central des GB (Plenz et
al., 1998).
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12.3.b : Caractéristiques morphologiques et électrophysiologiques des neurones du
NST.

Les somas des neurones du NST présentent une forme ovoide d’ou partent 2 a 8 dendrites
primaires, et I’arbre dendritique est orienté parallelement a I’axe rostro-caudal. Chez le rat,
I’arborisation dendritique s’étend dans tout le noyau voire au-dela, alors qu’elle semble étre plus

restreinte chez le primate (Hammond and Yelnik, 1983; Temel et al., 2005).

D'un point de vue électrophysiologique, ces neurones sont dotés d’une activité spontanée (autour
de 13 + 18 Hz chez le rat et de 18 + 25 Hz chez le primate) (Hamani et al., 2004). Cette activité
se divise classiquement en différents phases: une phase de dépolarisation qui permet d'atteindre
le seuil d’émission du potentiel d’action, le potentiel d'action, puis une phase d’hyperpolarisation
post-potentiel d’action (AHP). Ces différentes phases sont retrouvées au niveau de toutes les
structures des GB dotées d’une activité « pace-maker » (i.e. NST, GPe, SNc, SNr, GPi/EP).
Concernant le NST, la phase de dépolarisation initiale est sous-tendue par un courant sodique
persistant, le Inop (Bevan and Wilson, 1999; Beurrier et al., 2000). Ce Inap (pour « Sodium
Persistent Current ») est un courant sodique qui ne s’inactive pas et qui présente un seuil
d’activation plus négatif que celui du courant sodique responsable de la phase de dépolarisation
du potentiel d’action (Crill, 1996). La phase d’AHP, quant a elle, est dépendante du calcium.
Plus précisément, I’entrée de calcium résulte de 1’activation des canaux calciques a haut seuil
(les Ca,2.2) durant la phase de dépolarisation du potentiel d’action. Le calcium est alors
responsable de I’activation de canaux potassiques: les SK¢, (pour « small-conductance calcium-
dependent potassium channel »). Le courant sortant ainsi produit permet d’hyperpolariser la
membrane et génere la phase d’AHP. Cette phase est un paramétre important dans la régulation

de la fréquence de décharge des neurones (Bevan and Wilson, 1999; Hallworth et al., 2003).

Parmi les neurones du NST spontanément actifs, certains présentent la capacité de passer d’un
mode de décharge régulier appelé « single spike » a un mode de décharge en « burst » (Beurrier
et al.,, 1999). Cette capacité¢ des neurones a émettre des potentiels d’action en bouffées se
retrouve €galement in vivo et correle avec la réalisation d’'un mouvement (Wichmann et al.,
1994). Le passage du mode « single spike » au mode « burst » résulte d’oscillations du potentiel
de membrane, faisant appel a I’activation de différents canaux ioniques (figure 5). Tout d’abord,
I’activation de canaux calciques a bas seuil (de type T/R), engendre un courant calcique (Irr) qui
dépolarise la membrane. Cette dépolarisation permet d’activer des canaux calciques a haut seuil
de type L, générant un courant calcique supplémentaire (Ip). Ensemble, ces deux courants
permettent d’atteindre un potentiel de membrane suffisamment dépolarisé pour générer des
potentiels d’action en bouffées (on parle alors de plateau de potentiel). Les potentiels d’action
ainsi générés sont responsables d’entrées de calcium supplémentaires et permettent de maintenir
la décharge a haute fréquence. D’autre part, ces entrées de calcium permettent 1’activation d’une

conductance particuliére : le courant Ican (pour « Nonspecific Cationic Current »). Ce courant
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Ican est un courant entrant cationique, non sélectif et activé par le calcium. L'ensemble de ces
entrées de calcium finit par activer les SK¢,. S’ensuit alors une compétition entre le courant
calcique dépolarisant et le courant potassique repolarisant. Le courant potassique prend
finalement le dessus en raison de la fermeture des canaux de type L. Les SK¢, permettent alors la
mise en place d’une AHP durant laquelle les canaux calciques a bas seuil de type T/R pourront
étre dé-inactivés. Au final, les différents mécanismes d’extrusion du calcium intracellulaire
entrainent 1’inactivation des canaux potassiques et permettent la survenue d'une nouvelle
dépolarisation membranaire jusqu’a atteindre le seuil d'activation des canaux calciques a bas

seuil, afin de générer un nouveau cycle.

Na*-dependent spikes

b-c: Burst depolarization

- I activation

d-a: Burst repolarization

- I deactivation
c-d: Burst plateau - Strong [ « ¢, activation

-1, and I .,y activations
- Progressive I i -, activation

Figure 5 : Mécanismes ioniques impliqués dans les oscillations membranaires responsables de I'émission
de bouffées de potentiel d’action par les neurones du NST. b-c : phase de dépolarisation précédant la mise
en place du plateau de dépolarisation. c-d : plateau de dépolarisation permettant I’émission de potentiel
d’action en bouffées. d-a : phase de repolarisation Modifié d’aprés Beurrier et al., 1999.

Le plateau de potentiel décrit ci-dessus ne résulte pas seulement d’oscillations du potentiel de
membrane. En effet, I’injection artificielle de courant dépolarisant ou 1’activation des entrées
synaptiques glutamatergiques sont également a 1’origine de la mise en place du plateau de
potentiel dépolarisé. Cependant, ce phénomene n’est possible que si la membrane est
hyperpolarisée, ce qui suggere I’intervention des afférences GABAergiques du GPe (Bevan et

al., 2000). De¢s lors, la mise en place du plateau de potentiel nécessitera I’intervention de
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conductances dépendantes du voltage, et plus précisément de canaux qui s’activent a des
potentiels trés négatifs, comme les canaux calciques de type T (Otsuka et al., 2001; Otsuka et al.,
2004).

1.2.3.c : Physiologie de la voie subthalamo-nigrale.

Les fibres du NST innervent la SNr a partir de sa région ventro-médiane puis s’étendent dans
une direction rostro-caudale (Hamani et al., 2004). Les axones du NST innervant la SNr donnent
lieux a de nombreuses ramifications qui peuvent former des synapses en passant ou des boutons
terminaux au niveau des neurones de la SNr. Les synapses subthalamo-nigrales sont
essentiellement retrouvées au niveau des dendrites distales et proximales des neurones de la SNr
(Parent and Hazrati, 1995a). Au sein des GB, la voie subthalamo-nigrale s’intégre aux voies
hyperdirecte et indirecte et permet de contraster, ou plutot d’affiner, I’activité inhibitrice de la
voie directe striato-nigrale. Parmi les différentes informations concernant la physiologie de cette
voie, certaines résultent d’études utilisant une stimulation €lectrique du NST. A haute fréquence,
la stimulation d’une zone cérébrale est une technique utilisée chez I’homme comme
thérapeutique de diverses pathologies (les effets et mécanismes de cette stimulation €lectrique
seront détaillés par la suite). Délivrée en stimulation unique, elle permet chez I’animal d’étudier
la physiologie de différentes voies neuronales. Concernant la voie subthalamo-nigrale, la
stimulation unique du NST est a I’origine de réponses complexes au niveau de la SNr. Selon le
mode¢le d’étude (tranches aigiies de cerveau de rat sagittales versus horizontales ou études in

vivo), les réponses obtenues dans la SNt sont de nature différente.

La stimulation du NST en tranches horizontales chez le rat, engendre une réponse excitatrice
complexe. Elle comprend un courant post-synaptique excitateur (EPSC) précoce,
monosynaptique, suivi d’une succession d’EPSCs polysynaptiques (figure 6A) (Shen and
Johnson, 2006). Ce type de réponse est également retrouvé dans un modele de tranche particulier
chez la souris (BGS pour Basal Ganglia Slice), qui permet de conserver au mieux les connexions
du réseau des GB (Beurrier et al., 2006). La stimulation du NST dans ce type de tranche
engendre également des EPSCs présentant une composante monosynaptique précoce puis
polysynaptique. Les composantes mono et polysynaptiques seraient sous-tendues par 1’activation
des récepteurs AMPA, accompagnées d’un courant entrant dépolarisant médié par les récepteurs
NMDA. La composante polysynaptique pourrait étre le reflet de 1’activation des collatérales
d’axones au sein du NST (Shen and Johnson, 2006; Ammari et al., 2010), elles-mémes sous la
dépendance d’une régulation GABAergique provenant du GPe. Cependant, 1’existence de telles

interactions au sein du NST est encore débattue (Sato et al., 2000).

Réalisée en tranches sagittales, la stimulation du NST engendre une réponse synaptique
présentant a la fois une composante excitatrice et inhibitrice (Nakanishi et al., 1987; Ibanez-
Sandoval et al., 2006; Bosch et al., 2011). Une étude récente montre que I’induction d’EPSC et
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d’IPSC (courant post-synaptique inhibiteur) se ferait de fagon concomitante. Au final, et en
fonction de la prépondérance de 1'une ou l’autre des composantes, la stimulation du NST
pourrait générer une excitation ou une inhibition des neurones de la SNr (figure 6B) (Bosch et
al., 2011). Les réponses excitatrices sont monosynaptiques et résultent de I’activation des fibres
subthalamo-nigrales. Plus précisément, les études pharmacologiques ont montré que ces EPSCs
¢taient médiés majoritairement par les récepteurs glutamatergiques ionotropiques de type AMPA
(a 60%), mais également par les récepteurs NMDA (a 40%, ce qui constitue une part importante
en comparaison avec d’autres structures) (Ibanez-Sandoval et al., 2006). La composante
inhibitrice est également monosynaptique et pourrait étre la conséquence de 1’activation des

fibres pallido-nigrales passant a proximité du NST et préservées par le plan de coupe sagittal.

A 0.04

B .
\\OSTN |
SNr (-60mV)

(-60mV)

Figure 6 : Différents types de réponses synaptiques des neurones de la SNr suite a une stimulation électrigue
unique du NST réalisée en tranche chez le rat en fonction du plan de coupe. A. Enregistrement en cellule
entiere des courants synaptiques obtenus apres stimulation du NST pendant 100 us a 400 uA en tranche
horizontale. La stimulation du NST engendre un courant complexe mono puis polysynaptique. D’ aprés Shen
and Johnson, 2006. B. Enregistrement en cellule entiere des courants synaptiques obtenus aprés stimulation
du NST pendant 100 us a une intensité nécessaire a l'induction d’une réponse synaptique, dans un modele de
tranche sagittale. La stimulation du NST engendre un courant présentant une composante excitatrice et
inhibitrice, révélée par ['application d’antagonistes des récepteurs GABAergiques (a gauche) ou
glutamatergiques (a droite). D apres Bosch et al., 201 1.

L’ensemble de ces informations démontre que la transmission subthalamo-nigrale est un
phénomene complexe faisant appel a diverses interactions entre plusieurs boucles neuronales.
Enfin, cette voie est soumise a de nombreuses modulations permettant de réguler la transmission
glutamatergique et, par conséquent, 1’activité neuronale de la SNr. Les différents acteurs de cette

régulation seront décrits ultérieurement (§11.3).
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1.2.4. La substance noire compacte

Au sein des GB, la dopamine revét un réle majeur car elle permet de réguler l'activité de

I’ensemble du réseau.

Située au niveau du mésencéphale, la substance noire se divise en deux parties anatomiquement
et fonctionnellement distinctes. La SNc¢, située au niveau dorsal, est une zone dense en neurones
dopaminergiques. La SNr présente une densité neuronale beaucoup plus faible et contient
principalement des neurones de projections GABAergiques. Enfin, ces deux structures se

recoupent dans une zone latérale que 1’on appelle la SNI (pour Substantia Nigra pars lateralis).

La SNc constitue, avec I’ATV, la principale source de dopamine des GB et projette
principalement vers le striatum dorsal. Les neurones dopaminergiques de la SNc¢ peuvent étre
regroupés en deux catégories en fonction de 1'expression ou non d'une protéine de liaison au
calcium (Calcium-Binding Protein). La voie nigro-striée empreinte un réseau de fibres, le MFB
pour « Medial Forebrain Bundle », et envoie de nombreuses collatérales d’axones notamment
vers le NST, le GPe ou le thalamus (Guatteo et al., 2009; Prensa et al., 2009). Enfin, la SN¢
libere de la dopamine au niveau de la SNr via ses dendrites qui s’étendent tout le long de la SNr
(Cheramy et al., 1981; Rommelfanger and Wichmann, 2010). Concernant les afférences, la SNc
est la cible de projections GABAergiques en provenance du striatum, du GPe et de la SNr (Smith
and Bolam, 1990). Elle re¢oit également des afférences glutamatergiques en provenance du NST
et du PPN (Kita and Kitai, 1987). Enfin, notamment chez le rat, la SNc est la structure des GB
qui regoit le plus d’afférences cholinergiques en provenance du PPN (Mena-Segovia et al.,
2008).

Les neurones dopaminergiques de la SNc¢ sont doués d’une activité spontanée permettant la
libération tonique de dopamine dans les GB. Cette activité « pace-maker » est sous-tendue par
des oscillations du potentiel de membrane. Contrairement au NST, le courant sodique persistant
Inap n’est pas le principal responsable de ces oscillations et il permet uniquement d’amplifier la
dépolarisation. En effet, les oscillations membranaires résultent principalement d’entrées de
calcium, qui ont été décrites au niveau du soma et des dendrites (Fujimura and Matsuda, 1989;
Harris et al., 1989; Wilson and Callaway, 2000; Puopolo et al., 2007; Guatteo et al., 2009). Les
potentiels d’action des neurones dopaminergiques sont ¢galement suivis d’'une AHP, importante
pour réguler la fréquence de décharge. A I’instar des neurones du NST, la phase d’AHP des
neurones de la SNc¢ résulte de 1’activation des SK¢, (canaux potassiques activés par le calcium)
durant le potentiel d’action (Harris et al., 1989; Wilson and Callaway, 2000). Enfin, la fréquence
de décharge est modulée par 1’action d’auto-récepteurs inhibiteurs de type D2. En activant ces
récepteurs, la dopamine libérée au niveau dendritique, permet de diminuer la fréquence de
décharge (Guatteo et al., 2009).
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In vivo, les neurones dopaminergiques ont la capacité de décharger en bouffée. Ainsi, 1’activité
spontanée réguliére serait responsable d'une libération tonique de dopamine alors que la
décharge en bouffée permettrait une libération phasique de celle-ci. Ces deux modes de
transmissions sont impliqués dans différentes fonctions physiologiques. Au repos, la dopamine
est principalement libérée de maniére tonique, permettant une régulation basale de ’activité des
différents noyaux des GB. La libération phasique, présente dans quelques neurones au repos,
s’étend a toute la population neuronale lors d'une stimulation externe (comme une stimulation
sensorielle) ou lors de la réalisation d’une action (comme un comportement moteur dirigé vers
un but) (Hyland et al., 2002; Guatteo et al., 2009). La modification du patron de décharge,
responsable de la libération tonique versus phasique de dopamine, est opérée par les différentes
entrées synaptiques. En effet, le blocage de la transmission GABAergique ou 1’augmentation de
la transmission glutamatergique induit la mise en place d'un patron de décharge en bouffées et

ce, in vivo comme in vitro (Lee and Tepper, 2009; Mrejeru et al., 2011).

Pour résumer, grace aux régulations intrinseéques et extrinseques, les neurones de la SNc liberent
de la dopamine de maniere tonique ou phasique et veillent au bon fonctionnement du réseau des
GB. De¢s lors, le moindre dysfonctionnement dans la transmission dopaminergique peut donner
lieu a des perturbations du réseau et aboutir a diverses pathologies comme la maladie de
Parkinson en cas d’hypodopaminergie, mais également des schizophrénies (Grace, 1991), des
addictions (Koob and Le Moal, 1997) ou le déficit d’attention li¢ a I’hyperactivité (Oades, 1987),

en cas d’hyperdopaminergie.
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II La Substance Noire Reticulee

11.1. Organisation et connectivité.

II.1.1. La SNr : porte de sortie des ganglions de la base

Au sein des GB, la SNr constitue, avec le GPi (ou I’EP chez les rongeurs), 1’étape finale du
traitement et de la transmission des informations vers le cortex. En effet, 1’ensemble des
informations neuronales traitées par les différentes voies des GB converge vers la SNr avant
d’étre transmis aux cortex moteur, sensorimoteur et associatif, via un relais thalamique.

Les neurones de la SNr sont principalement GABAergiques et exercent de fait une inhibition des
structures cibles, que sont les noyaux ventro-médian et intralaminaire du thalamus chez le rat (D1
Chiara et al., 1979; Deniau and Chevalier, 1992; Nishimura et al., 1997) ou ventro- latéral et
ventro-antérieur chez le primate (Carpenter et al., 1976; Francois et al., 2002), le colliculus
supérieur chez le rat et le primate (Beckstead and Frankfurter, 1982; Hikosaka et al., 2000; Mana
and Chevalier, 2001), le PPN et le tegmentum méso-pontique chez le rat et le primate (Beckstead
and Frankfurter, 1982; Parent et al., 1983; Rye et al., 1987; Spann and Grofova, 1991; Grofova
and Zhou, 1998). Cette inhibition est d’autant plus importante qu’elle s’opére de fagon tonique.
En effet, de la méme fagon que d’autres noyaux des GB, les neurones nigraux sont capables
d’émettre des potentiels d’action de fagon spontanée (i.e. sans stimulus synaptique) (Nakanishi et
al., 1987; Richards et al., 1997). Ainsi, au repos, la SNr agit comme un « frein » en générant une
inhibition constante de ses cibles.

La transmission d’information des GB au cortex, essentielle a la réalisation d’une action,
nécessite donc une levée de I’inhibition exercée par la SNr (Hikosaka, 2007). Un contréle fin et
précis de ’activité neuronale nigrale est donc nécessaire, afin de permettre la bonne transmission
de I’information. La régulation de cette activité¢ s’exerce a différents niveaux, par le biais de
certaines conductances intrinséques (que nous détaillerons plus tard dans ce chapitre) et de
maniére extrinseque, sous l'influence des noyaux afférents. La régulation exercée par les
structures afférentes présente une grande complexité. En effet, les neurotransmetteurs impliqués
sont de natures treés diverses et les actions qu’ils opérent sont complexes voire opposées.
Néanmoins, les deux acteurs principaux impliqués dans la régulation de I’activité neuronale de la
SNr restent le glutamate et le GABA. Ainsi, chez le rat comme chez le primate, I’activité
neuronale de la SNr est a la fois inhibée (par I’action du GPe, du striatum et des collatérales
d’axones de la SNr, responsables d’une libération de GABA) et activée (par 1’action du NST)
(Yoshida and Precht, 1971; Nitsch and Riesenberg, 1988; Smith and Bolam, 1989; Robledo and
Feger, 1990; Langer et al., 1991; Sato et al., 2000). De ce fait, la modulation de cette balance

23



Rappels bibliographiques

entre excitation et inhibition permet de réguler I’activité de la structure de sortie des GB,
responsable de la transmission des informations neuronales. Au repos, il existe un certain
équilibre entre 1’activation et 1’inhibition des structures de sortie. Lorsque les conditions le
requicrent, c'est-a-dire lors de la réalisation d’une action orchestrée par les GB, cet équilibre est
modifié et permet une levée ou un renforcement de 1’inhibition exercée par la SNr (DeLong,
1990; Hikosaka, 2007).

11.1.2. Organisation anatomo-fonctionnelle de la SNr

Comme nous ’avons décrit précédemment, les GB sont organisés en respectant une certaine
somatotopie et traitent les informations en différentes voies parall¢les. La compartimentalisation
en voies paralléles, mise en place au niveau du striatum, est d’autant plus efficace qu’elle est
conservée jusqu’a la SNr. En effet, grace a une organisation particuliere, mise en évidence chez
le rat, la SNr maintien I’organisation topographique cortico-striatale (Kolomiets et al., 2003;
Deniau et al., 2007). Ainsi, les afférences (figure 7A) (Deniau et al., 1996), les efférences (figure
7B) (Deniau and Chevalier, 1992) et I’arborisation dendritique (Mailly et al., 2001) respectent
une géométrie laminaire particuliere, organisée en « pelures d’oignon » autour d’un noyau

central, situé au niveau dorsolatéral et s’étendant le long de I’axe rostrocaudal de la SNr.
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Figure 7 : L organisation de la substance noire réticulée présente une géométrie particuliére dite en pelures
d’oignon. Les neurones de la SNr présentent une organisation en couches laminaires permettant la conservation
de la somatotopie cortico-stiatale. Les afférences (A) et les efférences (B) respectent cette organisation. Modifié
d’apres Deniau and Chevalier, 1992 (4), Deniau et al., 1996 (B). Cem : central medial thalamic nucleus. FRM :
mesencephalic reticular formation. LD : lateral dorsal thalamic nucleus. MA3rd : medial accessory oculomotor
nucleus. MDId : mediodorsal thalamic nucleus laterodorsal. MDIv : mediodorsal thalamic nucleus lateroventral.
MDyv : mediodorsal thalamic nucleus ventral. PB: parabrachial nuclei. PCc: paracentral thalamic nucleus
caudal. Pfd: parafascicular thalamic nucleus dorsal. Pfv: parafascicular thalamic nucleus ventral. SCi : superior
colliculus intermediate. SCI : superior colliculus lateral. SCm : superior colliculus medial. SNC : substantia
nigra pars compacta. VMil: ventral medial thalamic nucleus intermediolateral. VMim : ventral medial thalamic
nucleus intermediomedial. VMo : ventral medial thalamic nucleus oral. VMr : ventral medial thalamic nucleus
rostral..

Au sein de cette structure, les neurones de projection GABAergiques émettent des collatérales
d’axones responsables d’interactions inhibitrices locales, mises en évidence chez le rat (Deniau
et al,, 1982) et le singe (Schwyn and Fox, 1974). Chez le rat, ces collatérales respectent
également la disposition en « lamelles d’oignon » décrite ci-dessus (Mailly et al., 2003). Cet
arrangement intrins€que suggere que les interactions intra-nigrales se font préférentiellement
entre des neurones en lien avec un méme territoire, renforcant ainsi la vision de circuits
paralleles de I’information. L’ensemble de ces caractéristiques anatomiques sous-entend que les
informations sont ségrégées en différentes voies paralleles, permettant d’en conserver la

spécificité depuis ’entrée jusqu’a la sortie du réseau des GB.

Cependant, a I’instar du striatum, certaines caractéristiques tendent a complexifier cette vision de
parallélisme des voies de I'information. L’arborisation dendritique n’est, par exemple, pas
complétement restreinte a un territoire nigral particulier mais s’étend aux territoires adjacents

créant ainsi un continuum entre les différents « canaux » de ’information (Mailly et al., 2001).
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De méme, il existe des différences morphologiques entre les neurones situés dans les parties
dorsales et ventrales de la SNr: les neurones situés dans la partie ventrale présentent un corps
cellulaire plus petit et une arborisation dendritique moins étendue et ramifiée. Cette dichotomie
engendrerait une meilleure intégration de 1’information dans la zone dorsale (Cebrian et al.,
2007). Par ailleurs, la réception de 1’information semble se faire préférentiellement le long de
I’axe rostro-caudal en raison d’une étendue dendritique plus importante le long de cet axe
(Cebrian et al., 2007). Enfin, les interactions entre les afférences du NST et du striatum
complexifient cette organisation fonctionnelle (Kolomiets et al., 2003). En conclusion, la SNr
préserve la somatotopie corticale au niveau de ses entrées et sorties mais permet également un

certain degré de recouvrement des différents territoires fonctionnels.

11.2. Physiologie des neurones nigraux

11.2.1. Caractéristiques morphologiques

La SNr présente une densité neuronale relativement faible chez le rat comme chez le primate
(Juraska et al., 1977; Yelnik et al., 1987). Elle se compose principalement de neurones
GABAergiques mais contient également quelques neurones dopaminergiques. Ainsi, chez le rat,
on estime le ratio neurones dopaminergique/GABAergique a 0.11+ 0.02 (Nair-Roberts et al.,
2008). Ces neurones présentent de nombreuses différences, tant sur le plan morphologique
qu’électrophysiologique. Les neurones GABAergiques sont caractérisés par un corps cellulaire
de grosse taille pouvant présenter différentes formes (fusiforme, triangulaire, polygonale, ovoide
ou ronde). Une a cinq dendrites primaires sont émises depuis le soma et présentent un degré de
ramification plus important au niveau des parties distales (Mailly et al., 2001; Cebrian et al.,
2007). Les quelques neurones dopaminergiques sont regroupés en clusters au sein de la SNr et
sont des neurones multipolaires (Fallon, 1995). Plus précisément, ces neurones sont surtout
retrouvés au niveau caudal et sont organisés en couches verticales séparées par des aires
dépourvues de neurones dopaminergiques. Les neurones GABAergiques sont plus nombreux au
niveau rostral et s’organisent selon 1’axe dorsoventral remplissant ainsi les zones laissées

vacantes pas les neurones dopaminergiques (Gonzalez-Hernandez and Rodriguez, 2000).

11.2.2. Caractéristiques électrophysiologiques

Les neurones GABAergiques et dopaminergiques présentent de nombreuses différences du point
de vue électrophysiologique. Ces différences sont la conséquence d’une spécificité d’expression
des canaux ioniques membranaires et se reflétent dans la typologie de leur potentiel d’action
jusqu’a leur activité de décharge (Zhou and Lee, 2011). Le potentiel d’action des neurones

GABAergiques présente une plus grande amplitude, une durée plus courte et un seuil d’émission
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plus négatif (figure 8) (Nakanishi et al., 1987; Richards et al., 1997; Rohrbacher et al., 2000).
Les neurones dopaminergiques sont doués d’une forte rectification entrante, faible voire
inexistante dans les neurones GABAergiques (figure 8) (Richards et al., 1997; Rohrbacher et al.,
2000; Atherton and Bevan, 2005; Lee and Tepper, 2007; Ding et al., 2010; Ding et al., 2011;
Zhou and Lee, 2011). Cette rectification est soutenue par un courant de type Iy, courant entrant
porté par les ions K' et Na' et d’activation lente. Le courant I, est activé lors
d’hyperpolarisations et contribue a ramener le potentiel de membrane a des valeurs proches du
seuil d’émission du potentiel d’action. Il est porté par des canaux particuliers perméables au K"
et Na', les canaux HCN (pour hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels)
(Chu and Zhen, 2010). Certaines études décrivent également la présence d’un courant de type I4,
responsable d’une rectification sortante (Liss et al., 2001). Le courant I est un courant sortant
potassique précoce et transitoire (qui s’inactive rapidement). Ces neurones different également
du point de vue de leur fréquence de décharge. En effet, les neurones GABAergiques présentent
des fréquences de décharge relativement élevées (de 25 a 65 Hz in vivo selon les especes, et de
10 a 15 Hz in vitro) alors que les neurones dopaminergiques ont une fréquence de décharge

beaucoup plus faible aussi bien in vitro qu’in vivo (1 a 6 Hz) (Zhou and Lee, 2011).
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Figure 8 : Les neurones GABAergiques et dopaminergiques de la SNr présentent différentes caractéristiques
électrophysiologiques. Enregistrements électrophysiologiques en configuration cellule entiére et en mode
courant imposé de [l'activité d’un neurone GABAergique ou dopaminergique de la SNr chez le rat. Les
potentiels d'actions des neurones GABAergiques sont de plus grande amplitude et de plus courte durée (A). La
rectification entrante est plus prononcée pour les neurones dopaminergiques qui présentent une fréquence de
décharge plus faible (B). D’aprés Ding et al., 2011. Fleche: courant Ih en réponse a des sauts de courant
hyperpolarisant.

L’ensemble de ces différences électrophysiologiques s’explique par une différence d’expression
des canaux ioniques membranaires responsables des phases de dépolarisation et de repolarisation

membranaires. La phase de dépolarisation résulte d’un courant entrant sodique qui s’inactive
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rapidement, ce qui lui vaut le nom de courant sodique transitoire (Inat). Ce courant est généré par
des canaux sodiques dépendants du voltage (les Na,). Les Na, sont composés d’une sous-unité o
formant le pore du canal et de deux sous-unités B qui en régulent la fonction. Des différences de
composition au niveau de ces sous-unités sont a I’origine des différences de conductance et de
cinétique portées par les In,r entre les deux types neuronaux (Ding et al., 2010). Concernant la
phase de repolarisation, elle résulte de 1’activation de canaux potassiques dépendants du voltage
(Kv). Des différences d’expression au niveau de ces canaux sont également retrouvées entre les
deux types neuronaux ou ils générent deux types de courants distincts (Ding et al., 2011).
L’ensemble de ces différences conferent aux neurones de la SNr, une signature

électrophysiologique spécifique.

Comme beaucoup d’autres noyaux des GB, les neurones de la SNr sont doués d’une activité
spontanée de type « pace-maker » (Nakanishi et al., 1987; Atherton and Bevan, 2005). Ce type
d’activité nécessite une dépolarisation membranaire afin d’atteindre le seuil d’émission du
potentiel d’action. Le mécanisme impliqué dans cette dépolarisation fait appel au méme courant
que celui décrit dans le NST : le Inzp (courant sodique persistant) (Atherton and Bevan, 2005).
Cependant, ce courant n’est activé que par des potentiels plus positifs que le potentiel de repos
des neurones de la SNr, ce qui suggere I'intervention d’un second type de courant dépolarisant.
Ce courant de nature sodique, décrit par Fu-Wen Zhou et collaborateurs (2008), est porté par des
canaux actifs de maniere constitutive : les canaux TRPC3 (figure 9) (Zhou et al., 2008). Les
canaux TRP (pour « Transient Receptor Potential ») comptent sept sous-familles de canaux dont
les TRPM (pour melastatin), les TRPC (pour canonical), ou encore les TRPV (pour vanilloid).
Ce sont des canaux cationiques non sélectifs, présentant différents modes d’activation [pour
revue voir (Nilius and Owsianik, 2011)]. Ainsi, le courant résultant des TRPC3 permet de
dépolariser 1égérement la membrane avant d’étre suppléer par le courant Ix,p. Ensemble, ces
deux types de courants contribuent a dépolariser suffisamment la membrane des neurones

GABAergiques pour atteindre le seuil d’émission du potentiel d’action (Zhou et al., 2008).
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Figure 9 : Les neurones GABAergiques de la SNr sont spontanément dépolarisés par deux types de courants
sodiques. Enregistrements en cellule entiére et en courant imposé d’un neurone GABAergique. A. L inhibition des
canaux sodiques dépendants du voltage par la tetrodotoxine (TTX) inhibe [’émission de potentiels d’action. La
diminution de concentration du sodium extracellulaire induit une hyperpolarisation membranaire nécessitant
Iintervention d’un courant sodique pour induire une dépolarisation. D apres Atherton and Bevan 2005. B. Aprés
inhibition des potentiels d’action par application de TTX, le blocage des canaux TRPC3 par [’acide flufenamic
(FFA) induit une hyperpolarisation membranaire, preuve de l’intervention de ces canaux dans la dépolarisation
des neurones nigraux. D’apres Zhou et al., 2008

Comme nous l’avons décrit précédemment, la modulation de ’AHP permet de réguler la
fréquence de décharge des neurones. Ce phénomene est le méme pour les neurones de la SNr
(I’entrée de calcium par les canaux calciques dépendants du voltage active les SK¢, responsables
de I’AHP) (Atherton and Bevan, 2005). Dans les neurones GABAergiques de la SNr, I’entrée de
calcium est médiée par les canaux de type T et de type N (Yanovsky et al., 2005).

De fagon similaire a celle décrite pour les neurones du NST, les neurones de la SNr sont
capables d’émettre des potentiels d’actions en bouffées, sous-tendus par 1’induction d’un plateau
de potentiel dépolarisé. Ce plateau de potentiel résulte également d’entrées de calcium,
responsables de D’activation de la conductance sodique Ican (décrite au niveau du NST). Ces
entrées de calcium seraient permises par l’activation des canaux calciques de type L (lors
d’hyperpolarisations) ou par D’activation des récepteurs NMDA (suite a une libération de
glutamate par les neurones du NST) (Lee and Tepper, 2007). Par ailleurs, la conductance Ican
résulte, au niveau de la SNr, de I’activation de canaux TRPM de type 2. La présence de ce
plateau de potentiel confére donc aux neurones de la SNr, la capacité de décharger en « bursts ».
Ce phénomene est relativement peu fréquent en condition physiologique mais prend de

I’importance dans certaines conditions pathologiques comme nous le verrons par la suite.

Au méme titre que les autres noyaux des GB, la diversité et la spécificité d’expression des

canaux ioniques de la SNr confeérent aux neurones nigraux une signature électrique bien
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spécifique. De plus, les nombreuses conductances qui en résultent constituent un premier niveau
de régulation de I’activité neuronale de la SNr, primordiale pour la bonne transmission des

informations entre les GB et les aires corticales.

11.3. Afférences de la SNr : régulation de ’activité neuronale par les
neurotransmetteurs et neuromodulateurs

Outre les régulations intrinseques décrites ci-dessus, l'activité des neurones de la SNr est
modulée de maniere fine et complexe par I’action de nombreux neurotransmetteurs provenant de
structures appartenant ou non aux GB. Les neurones nigraux expriment une pléiade de récepteurs
spécifiques de ces neurotransmetteurs, avec une localisation sub-cellulaire particuliere qui
complexifie l'intégration de leurs effets. L’existence d’interactions positives ou négatives entre
les différents récepteurs complique d’autant plus ces régulations externes exercées sur 1’activité
neuronale nigrale. Dans cette partie, nous décrirons les différents neurotransmetteurs impliqués
dans la régulation de I’activité nigrale. Au méme titre que les autres noyaux des GB, la SNr est
notamment sous 1’influence du GABA et du glutamate, responsables de la majeure partie de la

régulation.

I1.3.1. Le GABA

Les afférences GABAergiques de la SNr proviennent de différents noyaux des GB. Notamment,
le striatum (Nitsch and Riesenberg, 1988) et le GPe (Smith and Bolam, 1990; Sato et al., 2000)
projettent tous deux sur la SNr. De plus, I’émission de collatérales d’axones par les neurones
nigraux eux-mémes implique la présence d’inhibitions GABAergiques locales (Deniau et al.,
1982).

Il existe des différences majeures entre les voies pallido-nigrales et striato-nigrales. Tout d’abord
au niveau des contacts synaptiques: les synapses striato-nigrales sont retrouvées au niveau des
dendrites distales alors que les synapses pallido-nigrales forment de larges paniers autour du
soma et des dendrites proximales (Smith and Bolam, 1991; von Krosigk et al., 1992). D’autre
part, le striatum et le GPe sont chacun le sieége d’une activité neuronale particuliére : comme
nous ’avons décrit précédemment, les MSNs sont relativement silencieux a ’état basal et
peuvent adopter un mode de décharge en bouffées lors de fortes entrées corticales. Les neurones
pallidaux, quant a eux, présentent une fréquence de décharge basale tres élevée (50 a 70 Hz) et
voient leur activité entrecoupée de pauses. Ces particularités, responsables des patrons de
transmission différents voire antagonistes, laissent penser que le striatum et le GPe exercent des
régulations contraires sur la structure de sortie. Cependant, les synapses striato-nigrales et

pallido-nigrales présentent deux formes de plasticités synaptiques opposées, aboutissant au final
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a des actions synergiques (figure 10). En effet, 1’équipe de William M. Connelly et
collaborateurs (2010) ont mis en évidence chez le rat une facilitation de la transmission striato-
nigrale et une dépression de la transmission pallido-nigrale (figure 10A). Ainsi, lorsque le
striatum est activé par de fortes entrées corticales, la facilitation engendrée permet une
augmentation de la transmission GABAergique striato-nigrale. En parallele, I’augmentation de la
transmission striato-pallidale contrecarre 1’activité a haute fréquence du GPe et permet une levée
de la dépression synaptique pallido-nigrale. Donc, lorsque les conditions le requierent, le
striatum et le GPe contribuent tous deux a augmenter la transmission GABAergique et de fait, a

inhiber ’activité neuronale nigrale (figure 10B) (Connelly et al., 2010).
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Figure 10 : Les afférences striato-nigrales et pallido-nigrales régulent [’activité des neurones de la SNr.
A. Enregistrement des plasticités synaptiques (induites par une stimulation des voies striato-nigrales ou pallido-
nigrales 1 sec, 100 Hz) dans les neurones du striatum ou du GPe. Les synapses striato-nigrales et pallido-
nigrales expriment différents types de plasticité (facilitation et dépression respectivement). B. Enregistrement de
Dactivité des neurones de la SNr suite a la stimulation du striatum ou du GPe : la facilitation des synapses
striato-nigrales et la levée de la dépression des synapses pallido-nigrales engendrent une augmentation de la
libération de GABA dans la SNr. Modifié d’apreés Connelly et al., 2010.

Le GABA, principal neurotransmetteur inhibiteur, exerce son effet via 'activation de deux types
de récepteurs. Les récepteurs ionotropiques (GABA,) et métabotropiques (GABAg). L’action
des récepteurs ionotropiques s’opere via un couplage a une conductance chlorure et engendre
une hyperpolarisation membranaire. Celle des récepteurs métabotropiques dépend du type de
protéine G a laquelle ils sont liés. La liaison a la protéine de type G, entraine une diminution de
la conductance calcique (au niveau pré-synaptique) ou une augmentation de la conductance
potassique (au niveau post-synaptique). La liaison a la protéine de type G; diminue 1’activité de
I’adénylate cyclase.
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Au niveau de la SNr, les deux types de récepteurs sont présents car une application intracérébrale
de muscimol ou de baclofen (agonistes spécifiques des récepteurs GABA, et GABAgp
respectivement) engendre un comportement rotatoire controlatéral a 1’injection (Ikeda et al.,
2010).

Les récepteurs ionotropiques de type GABA,, responsables d’une transmission synaptique
rapide, sont largement distribués dans la SNr. Concernant leur distribution cellulaire, les
récepteurs de type GABA, sont essentiellement localisés au niveau des terminaisons post-
synaptiques (Shen and Johnson, 1997; Zhang et al., 2008). Cependant, ils ont également &té
décrits au niveau pré-synaptique des terminaisons striato- et pallido-nigrales (Nicholson et al.,
1992).

Les récepteurs métabotropiques de type GABAg sont, quant a eux, essentiellement décrits au
niveau des terminaisons pré-synaptiques ou ils modulent la transmission GABAergique mais
également glutamatergique. En effet, au niveau des synapses pallido- et striato-nigrales, ils
contribuent a diminuer la transmission GABAergique (Floran et al., 1988; Shen and Johnson,
1997; Boyes and Bolam, 2003), alors que leur activation au niveau des synapses subthalamo-
nigrales permet une diminution de la transmission excitatrice (Shen and Johnson, 1997; Boyes
and Bolam, 2003; Cortes et al., 2010).

Néanmoins, les récepteurs de type GABAg ne sont pas restreints au niveau des terminaisons pré-
synaptiques et se retrouvent également au niveau des boutons post-synaptiques, a la fois dans des

zones synaptiques et extra-synaptiques (Boyes and Bolam, 2003).

Le GABA est donc un acteur important dans la régulation de 1’activité neuronale de la SNr. Son
action directe au niveau post-synaptique permet de diminuer ’activité nigrale mais son action au
niveau pré-synaptique complexifie cette régulation, en agissant a la fois sur les transmissions

excitatrices et inhibitrices.

11.3.2. Le glutamate

Les sources de glutamate de la SNr chez le rat proviennent des afférences corticales (Naito and
Kita, 1994), de celles du PPN (Takakusaki et al., 1996) mais principalement de celles du NST
(Robledo and Feger, 1990) dont les fibres arborisent toute la SNr en formant des synapses sur les
dendrites proximales et distales (Parent and Hazrati, 1995a). Au méme titre que le GABA, le
glutamate exerce son action par le biais de l'activation de récepteurs métabotropiques et

ionotropiques, et régule 1’activité neuronale de la SNr de maniere complexe.

Les récepteurs ionotropiques sont responsables d’une transmission synaptique rapide. Ils
comprennent les récepteurs de types AMPA (o-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-
propionate), NMDA (N-méthyl-D-aspartate) et kainate. Au niveau des neurones de la SNr, les
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récepteurs de type AMPA et NMDA sont largement distribués et sont retrouvés au niveau post-

synaptique des synapses asymétriques (Gotz et al., 1997; Chatha et al., 2000).

Les récepteurs métabotropiques se distribuent en 8 sous-types différents : mGluR1 a 8 regroupés
en 3 groupes. Les mGluRs du groupe I (mGluR 1 et 5) sont couplés positivement a la
phospholipase C (PLC) et sont majoritairement retrouvés au niveau post-synaptique. Ils ont
¢galement été décrits au niveau pré-synaptique ou ils peuvent contribuer a diminuer ou
augmenter la libération de neurotransmetteurs [pour revue voir (Niswender and Conn, 2010)].
Dans la SN, ils ont été décrits au niveau pré- et post-synaptique. Au niveau post-synaptique, ils
engendrent une dépolarisation directe des neurones nigraux. Au niveau pré-synaptique, ils sont
retrouvés sur les terminaisons glutamatergiques (Wittmann et al., 2001a) et GABAergiques
(Marino et al., 2001) ou leur action tend a diminuer la transmission. Ainsi, de par son action sur
les mGluRs du groupe I, le glutamate exerce des actions antagonistes, contribuant a activer et/ou
inhiber I’activité neuronale de la SNr. Cette dualité d’action pré/post-synaptique pourrait servir
de filtre de I’information en augmentant le rapport signal sur bruit. En effet, la diminution de la
transmission glutamatergique au niveau pré-synaptique servirait de filtrage, permettant ainsi de
transmettre uniquement les signaux de forte intensité. En parall¢le, I’action au niveau post-
synaptique permettrait d’accroitre la sensibilité au glutamate. Ainsi, lors de transmission de
signaux de forte intensité, ’effet du glutamate serait potentialisé (Wittmann et al., 2001b). Les
mGluRs du groupe II (mGIuR 2 et 3) sont couplés négativement a 1’adénylate cyclase. Ils sont
majoritairement situés au niveau pré-synaptique ou ils inhibent la libération de
neurotransmetteurs. Ils peuvent également étre situés au niveau post-synaptique ou ils sont
responsables d’une hyperpolarisation membranaire (Niswender and Conn, 2010). Dans la SNr,
ils sont exclusivement retrouvés au niveau pré-synaptique des terminaisons subthalamo-nigrales
et sont responsables d’une diminution de la transmission glutamatergique (Bradley et al., 2000).
Cette diminution serait méme suffisante a ’induction d’une dépression a long terme (LTD) au
niveau de ces synapses (Johnson et al., 2011). Les mGluRs du groupe III (mGIluR 4, 6 a 8)
présentent les mémes propriétés que ceux du groupe II (Niswender and Conn, 2010). Au sein de
la SNr, ils sont retrouvés au niveau pré-synaptique des synapses excitatrices et inhibitrices et
permettent une diminution des transmissions glutamatergique et GABAergique (Wittmann et al.,
2001b).

Au méme titre que le GABA, le glutamate occupe donc une place essentielle dans la régulation
de I’activité neuronale nigrale. Les actions complexes de ces deux neurotransmetteurs sont a
I’origine d’une balance fine et constante entre excitation et inhibition de 1’activité neuronale.
Cependant, cet équilibre ne se limite pas aux effets de ces deux neurotransmetteurs mais résulte

¢galement de I’action de nombreux autres acteurs, dont la dopamine.
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11.3.3. La dopamine

Comme nous 1’avons décrit précédemment, la SNc libére de la dopamine de facon tonique au
niveau de la SNr. La dopamine peut également provenir des quelques neurones dopaminergiques
présents dans la SNr (Rohrbacher et al., 2000). L’action neuromodulatrice de la dopamine
s’effectue par le biais de différents types de récepteurs métabotropiques. Les récepteurs de type
D1 (comprenant les sous-types D1 et D5) sont couplés positivement a 1’adénylate cyclase et leur
activation engendre une dépolarisation membranaire. A I’inverse, les récepteurs de type D2
(comprenant les D2, D3 et D4) sont couplés négativement a 1’adénylate cyclase et leur activation

induit une hyperpolarisation membranaire.

La régulation de I’activité de la SNr par la dopamine s’effectue de maniere indirecte via une
régulation des voies directe et indirecte. En effet, la dopamine active la voie directe via les
récepteurs striataux de type D1 et inhibe la voie indirecte via les récepteurs de type D2. Cette
dichotomie d’effet contribue au final a diminuer I’activité neuronale de la SNr (Gerfen et al.,
1990; Kravitz et al., 2010; Chuhma et al., 2011). L’action de la dopamine n’est cependant pas
restreinte au striatum car les récepteurs dopaminergiques sont largement distribués dans tout le
réseau des GB. Au niveau de la SNr, les conséquences sont complexes car elles concernent a la
fois les afférences GABAergiques et glutamatergiques. En raison des actions opposées des
récepteurs de type D1 et D2, la dopamine contribue donc a la fois a une augmentation et a une
inhibition de ces transmissions (figure 11). En effet, la présence des récepteurs de type D1 au
niveau des terminaisons striato-nigrales (Floran et al., 1990; Radnikow and Misgeld, 1998;
Acosta-Garcia et al., 2009; Aceves et al., 2011) et subthalamo-nigrales (Ibanez-Sandoval et al.,
2006) génere une augmentation des transmissions inhibitrice et excitatrice. A I’inverse, les
récepteurs de type D2 présents sur les terminaisons subthalamo-nigrales (Ibanez-Sandoval et al.,
20006) et de type D4 présents sur les terminaisons pallido-nigrales (Acosta-Garcia et al., 2009;

Aceves et al., 2011) sont responsables d’une diminution de ces transmissions.

Enfin, la dopamine exerce également une action directe au niveau post-synaptique ou elle
engendre une dépolarisation des neurones GABAergiques. Cette voie est qualifiée « d’ultra-
short » en raison de la proximité des sites de libération (i.e. les dendrites de la SNc qui s’étendent
dans la SNr) et des sites d’action de la dopamine (les récepteurs post-synaptiques). L’action de la
dopamine au sein de cette voie résulte d’une co-activation des récepteurs de type D1 et DS,
responsable d’une dépolarisation membranaire. Cette dépolarisation serait permise par une
augmentation de Dl’activité du canal TRPC3 (décrit précédemment comme intervenant dans
I’activité « pace-maker ») (figure 11) (Zhou et al., 2009).
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Figure 11 : La dopamine régule I’activité neuronale nigrale a différents niveaux. L activité neuronale de la
SNr est augmentée par ’action de la dopamine sur les récepteurs de type DI au niveau pré-synaptique des
terminaisons subthalamo-nigrales et sur les récepteurs de type D1 et D5 au niveau post-synaptique de la voie
« ultra short ». A l'inverse, la dopamine diminue [’activité de la SNr en activant les récepteurs de type DI
situés sur les neurones du striatum de la voie indirecte et au niveau pré-synaptique de la voie striato-nigrale.
Elle diminue également I’activité de la SNr en activant les récepteurs de type D2 de la voie directe, au niveau
pré-synaptique de la voie subthalamo-nigrale et les récepteurs de type D4 de la voie pallido-nigrale. Modifié
d’aprés Zhou et al., 2009.

Au niveau de la SNr, comme de l'ensemble des GB, la dopamine occupe donc une fonction
primordiale. La SNc étant elle-méme sujette a des régulations de son activité neuronale (voir §
1.2.4), cela suggere que la transmission dopaminergique est un mécanisme complexe et finement
régulé. Dés lors, la moindre perturbation peut faire effet « boule de neige » et aboutir a des
dysfonctionnements de l'ensemble des GB pouvant mener a diverses pathologies, liées a une
hyper- ou une hypodopaminergie. Ces perturbations sont traduites, entre autres, par des

modifications de I’activité neuronale de la SNr que je détaillerai par la suite.

1.3.4. L’adénosine

L’adénosine est un nucléoside endogeéne qui exerce une action neuromodulatrice. L’adénosine
extracellulaire peut provenir d’une libération par des transporteurs de 1’adénosine ou de la
dégradation, par des ecto-nucléotidases, de I’ATP libéré principalement par les astrocytes
(Dunwiddie and Masino, 2001; Boison et al., 2010). Son action s’effectue par le biais de
récepteurs métabotropiques de 4 types différents (A, Aza, Azp, Az). De la méme fagon que la

dopamine, I’adénosine exerce deux effets opposés en fonction du type de récepteur activé.

Les récepteurs de type A; sont les récepteurs de 1'adénosine les plus représentés dans le cerveau.

Ils sont couplés a une protéine de type Gj, dont ’activation inhibe la formation d’AMPc, active
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des canaux potassiques et inhibe des canaux calciques. Ainsi, les récepteurs de type A; sont
responsables d’une inhibition de la transmission au niveau pré- comme post-synaptique (Ralevic
and Burnstock, 1998). Les récepteurs de type A, ont fait I’objet de nombreuses études au sein
des GB, en raison des fonctions importantes qu’ils remplissent et des interactions entretenues
avec les récepteurs dopaminergiques que nous détaillerons un peu plus loin (Ferre et al., 1997;
Xu et al., 2005; Ferre et al., 2007). Les récepteurs de type A, sont couplés aux protéines Gs, Gq
ou Gjy, responsables de I’activation de 1’adénylate cyclase et de la protéine kinase C.
L’activation des récepteurs de type A,a entraine donc une augmentation de la transmission

synaptique (Ralevic and Burnstock, 1998).

Les récepteurs de type A; présentant une forte affinité pour 1’adénosine (Ki: 70 nM pour les
récepteurs de type A; et 150 nM pour les récepteurs de type Aza), ils sont activés en premier lieu
lors de libération tonique d’ATP (libéré par les astrocytes) conduisant a une régulation tonique
de la transmission synaptique par I’adénosine (figure 12A). A Dl’inverse, lorsque de grandes
quantités d’ATP sont libérées (provenant alors préférentiellement des neurones), les récepteurs
de type Aja sont également activés, conduisant a une augmentation de la transmission synaptique
(Cunha, 2008). De plus, la stimulation des récepteurs de type A,n diminue I’effet de la
stimulation des récepteurs de type Aj, contribuant ainsi a la potentialisation de la transmission
synaptique (figure 12B). En parallele, ’augmentation de cette transmission synaptique peut
aboutir a une activation des astrocytes. Comme nous le verrons dans un prochain chapitre, les
astrocytes ont la particularité¢ de former un syncytium qui, lorsqu’ils sont activés, leur permet de
communiquer sur de longues distances via la propagation d'informations calciques. Ainsi, dans
les conditions décrites précédemment, 1’activation des astrocytes peut entrainer une libération
d’ATP au niveau d’une autre synapse, qui permettra d’activer des récepteurs de type A; (figure
12B). En résumé, I’adénosine peut exercer une action autocrine ou paracrine selon le type de
récepteur activé et peut, via D’intervention des astrocytes, diminuer la transmission de fagon

hétéro-synaptique (Cunha, 2008).
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Figure 12 : Schéma de la régulation de la transmission synaptique par I’adénosine via les récepteurs de type
A et A5y A. En conditions basales, les astrocytes libérent de I’ATP, transformé en adénosine par les ecto-
nucléosidases. L’adénosine active alors les récepteurs de type A; et permet une diminution de la transmission
synaptique. B. lorsque de grandes quantités d’ATP sont libérées par les neurones, [’adénosine active
également les récepteurs de type A,4. I’activation de ces récepteurs augmente la transmission synaptique tout
en inhibant les récepteurs de type A;. En paralléle, I’adénosine induit une diminution de la transmission
synaptique de fagon hétérosynaptique, par le biais d’une communication inter-astrocytaire. D aprés Cunha,
2008.

Le role de I’adénosine est d’autant plus complexe que celle-ci entretient d’étroites interactions
avec la dopamine. En effet, les récepteurs de la dopamine et de 1’adénosine forment des
hétéromeres responsables d’interactions inter-membranaires [pour revue voir (Ferre et al.,
2007)]. Ce mécanisme est relativement bien décrit au niveau du striatum ou les récepteurs de
type D1 sont associés aux récepteurs de type A; au niveau des neurones de la voie directe, et les
récepteurs de type D2 aux récepteurs de type Ay au niveau de la voie indirecte. La formation de
ces complexes permet a I’adénosine de diminuer 1’affinité de la dopamine pour ses récepteurs et
d’exercer ainsi des effets antagonistes a ceux de la dopamine (Ferre et al., 1997; Ferre et al.,
2007).
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Au niveau de la SNr, plusieurs études s’accordent sur la présence de récepteurs de type A; au
niveau des terminaisons striato-nigrales. Leur activation engendre une diminution de la
transmission GABAergique (Ferre et al., 1997; Shen and Johnson, 1997; Romo-Parra et al.,
2009). Cette diminution ne serait pas due a une action directe de I’adénosine sur la transmission
mais a un effet antagoniste des récepteurs de type D1 (Floran et al., 2002). La présence de
récepteurs de type A; au niveau pré-synaptique des terminaisons subthalamo-nigrales a
¢galement été¢ mise en évidence par Ke-Zhong Shen et Steven W. Johnson (1997), mais celle-ci
reste controversée car une application in vivo d’antagonistes de ces récepteurs ne modifie pas les
taux de glutamate extracellulaire dans la SNr (Ochi et al., 2004). Concernant la présence des
récepteurs de type Aja, il semblerait que la SNt en soit totalement dépourvue chez le rat mais pas

le chez primate (Bogenpohl et al., 2011).

11.3.5. Les endocannabinoides

Le systeme endocannabinoide (eCB) est un systeme ubiquitaire qui module différentes fonctions
au niveau du systeme nerveux, du systéme immunitaire ou de la circulation sanguine. Les eCB
sont des dérivés d’acides gras polyinsaturés dont les principaux représentants sont le N-
arachidonoylethanolamide (anadamide, AEA) et le 2-arachidonoylglycerol (2-AG) [pour revue
voir (Ahn et al., 2008)]. Les récepteurs des eCB sont des récepteurs métabotropiques dont il
existe deux sous-types différents. Les récepteurs de type CB1 (pour « Cannabinoid Receptor 1 »)
sont situés au niveau pré-synaptique et sont couplés a différentes voies de signalisation
(conduisant a I’inhibition de I’adénylate cyclase, de canaux calciques dépendants du voltage ou a
’activation de canaux potassiques). Ils sont retrouvés dans tout I’organisme mais principalement
au niveau du systéme nerveux central et périphérique. Les récepteurs de type CB2 (pour
« Cannabinoid Receptor 2 ») sont principalement exprimés au niveau des cellules immunitaires
(Freund et al., 2003). La synthése d’eCB diffeére de celle des neurotransmetteurs classiques. En
effet, les eCB ne sont pas stockés dans des vésicules mais sont produits « a la demande » par
hydrolyse des lipides membranaires au niveau post-synaptique. Plus exactement, leur synthése et
leur libération sont permises par 1’entrée de Ca’" concomitante a une dépolarisation post-
synaptique. Deés lors, les eCB agissent de maniére rétrograde en diminuant la transmission
synaptique, suite a 1’intégration post-synaptique d’un potentiel d’action. Ce phénomeéne est
qualifi¢ de DSI (pour « Depolarization-induced Supression of Inhibition ») ou de DSE (pour

« Depolarisation-induced Supression of Excitation ») [pour revue voir (Chevaleyre et al., 2006)].

Au niveau des GB, les eCB sont impliqués dans la régulation de la transmission GABAergique,
glutamatergique et dopaminergique, ce qui leur confere des réles primordiaux aussi bien en
condition physiologique que pathologique (Fernandez-Ruiz et al., 2002). Au sein de ce réseau, la
SNr s’avere étre la structure présentant la plus forte densité de récepteurs de type CBI
(Herkenham et al., 1991). De plus, les deux types de neurones présents dans la SNr (i.e.

GABAergiques et dopaminergiques) ont été décrits comme étant capables de libérer des eCB
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(Yanovsky et al., 2003). D’autre part, 1’activité « pace-maker » des neurones de la SNr semble
étre suffisante a la production d’eCB (Romo-Parra et al., 2009) ce qui sous-entend une libération
tonique d’eCB. La majeure partie des récepteurs de type CBI1 est localisée au niveau des
terminaisons striato-nigrales ou leur activation conduit a une diminution de la transmission
GABAergique (Tersigni and Rosenberg, 1996; Chan et al., 1998; Wallmichrath and Szabo,
2002; Matyas et al., 2006). Cependant, une action au niveau pré-synaptique des terminaisons
excitatrices subthalamo-nigrales a également été décrite (Sanudo-Pena and Walker, 1997; Szabo
et al., 2000).

Au niveau des terminaisons striato-nigrales, 1’action médiée par les récepteurs de type CBI1
s’oppose donc a celle résultant de I’activation des récepteurs de type D1. Plus exactement, les
eCB permettent la mise en place d’une dépression synaptique alors que la dopamine permet une
facilitation de ces synapses (Yanovsky et al., 2003; Aceves et al., 2011). Il semblerait que ces
deux neuromodulateurs agissent selon un mode de synergie négative en fonction de l'activité des
récepteurs NMDA (Aceves et al., 2011). En effet, lorsque les récepteurs NMDA sont inactifs, la
dopamine engendre une facilitation des synapses striato-nigrales. A I’inverse, |’augmentation de
calcium intracellulaire résultant de I’activation des récepteurs NMDA, induit une libération

d’eCB, responsable d'une dépression synaptique striato-nigrale (figure 13) (Aceves et al., 2011).
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Figure 13 : La plasticité des synapses striato-nigrales induite par les eCB ou par la dopamine dépend de
Lactivation des récepteurs NMDA. (A) La dopamine entraine une facilitation des synapses striato-nigrales via
Dactivation des récepteurs de type DI lorsque les récepteurs NMDA sont inactifs. (B) L’activation des
récepteurs NMDA permet la libération d’eCB dont [’action sur les récepteurs de type CBI engendre une
dépression synaptique des synapses striato-nigrales. D apres Aceves et al., 201 1.

Au sein de la SNr, les eCB apportent un niveau de régulation supplémentaire. De plus,
I’expression des récepteurs de type CB1 étant trés importante dans cette structure (Herkenham et
al., 1991) cela suggere un réle important pour ces neuromodulateurs. Enfin, les eCB étant

souvent reconnus comme ¢&tant des acteurs majeurs dans les phénomenes de plasticité
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synaptique, cela pose la question de leur intervention dans de tels mécanismes au niveau de la
SNr.

La SNr est également soumise a des régulations provenant d’autres structures que celles
appartenant au réseau des GB. Bien que moins décrites dans la littérature, ces régulations n’en
demeurent pas moins importantes et induisent un niveau de complexité supplémentaire que je

vais aborder succinctement a présent.

11.3.6. La sérotonine

Au niveau du systeme nerveux central, le systéme sérotoninergique est impliqué dans la
régulation de différentes fonctions (rythmes circadiens, appétit, température corporelle, douleur,
humeur, anxiété). La sérotonine (5-hydroxy-tryptamine, 5-HT) provient de I’hydroxylation du
tryptophane, un acide aminé essentiecl (Jacobs and Azmitia, 1992). L’innervation
sérotoninergique du systeme nerveux central provient majoritairement du noyau du raphé, dont
I’activité « pace-maker » permet une libération tonique de sérotonine (Dahlstrom and Fuxe,
1964; Jacobs and Azmitia, 1992). La 5-HT agit sur différentes familles de récepteurs, regroupés
en 7 classes (5-HT1 a 7). Hormis le récepteur de type 5-HT; qui appartient aux récepteurs
ionotropiques, les récepteurs de la sérotonine sont de nature métabotropique. Les récepteurs de
type 5-HT,;4 inhibent 1’adénylate cyclase, les récepteurs de type 5-HT, activent la PLC et les
récepteurs de types 5S-HT4/5/6/7 activent I’adénylate cyclase (Barnes and Sharp, 1999).

Au niveau de la SNr, la sérotonine agit aux niveaux pré- et post-synaptique en générant une
activation globale de 1’activité neuronale nigrale. Les récepteurs de type 5-HT,p localisés au
niveau pré-synaptique des synapses striato-nigrales et nigro-nigrales entrainent une diminution
de la transmission GABAergique (Stanford and Lacey, 1996). En parallele, les récepteurs de
type 5-HTyc situés au niveau post-synaptique engendrent une dépolarisation des neurones
nigraux conduisant a une activation de ceux-ci (Rick et al., 1995; Stanford and Lacey, 1996;
Invernizzi et al., 2007). La présence d’autres types de récepteurs 5-HT a également été décrite
(notamment 5-HT,5 et 5-HT4), cependant les taux d'expression semblent étre tres faibles
(Cornea-Hebert et al., 1999; Vilaro et al., 2005).

11.3.7. L’acétylcholine

L’acétylcholine (ACh) est un neuromédiateur ubiquitaire impliqué dans de nombreux processus
physiologiques essentiels. Les synapses cholinergiques sont présentes aussi bien dans le systeme
nerveux central qu’au niveau de la jonction neuromusculaire. L’ ACh exerce son effet par le biais
de récepteurs ionotropiques (les récepteurs nicotiniques) ou métabotropiques (les récepteurs
muscariniques) qui tirent leur nom de leur agoniste respectif. Les récepteurs nicotiniques
(nAChR) sont formés par 1’assemblage de 5 sous-unités (dont il existe 17 formes : ol a 10, Bl a

4, v, O et €) et peuvent exister sous forme homo- ou hétéro-mérique (Morley, 1981). Les nAChRs
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sont perméables aux ions Na', K et Ca®" et leur activation est responsable d’une dépolarisation
membranaire. Les récepteurs muscariniques (mAChR) sont de deux types, en fonction du type de
protéine G a laquelle ils sont couplés. Les mAChRs 1,3 et 5 sont couplés a une protéine Ggq
responsable de I’activation de la PLC aboutissant au final a une dépolarisation membranaire. Les
mAChR 2 et 4 sont couplés a une protéine G; qui inhibe 1’adénylate cyclase et aboutit a une
hyperpolarisation (Birdsall and Hulme, 1976).

L’ACh de la SNr provient majoritairement du PPN (Saper and Loewy, 1982; Lee and Tepper,
2009) et exerce son effet sur les nAChRs et mAChRs, tous deux décrits au niveau de la SNr
(Nastuk and Graybiel, 1991; Klink et al., 2001; Wooltorton et al., 2003; Michel et al., 2004;
Poisik et al., 2008). L’action de I’ACh sur la SNr est de nature excitatrice. Cet effet a été étudié
in vitro et implique I’activation des nAChRs (Nashmi et al., 2007) et des mAChRs (Klink et al.,
2001; Wooltorton et al., 2003; Michel et al., 2004; Poisik et al., 2008). Une activation des
neurones de la SNr a également été montrée in vivo par application d’ACh ou suite a la
stimulation du PPN (Collingridge and Davies, 1981; Pinnock and Dray, 1982; Scarnati et al.,
1984; Scarnati et al., 1987).

11.3.8. L ’histamine

L’histamine du systéeme nerveux central est produite exclusivement au niveau du noyau
tuberomamillaire du thalamus, qui innerve pratiquement tout le cerveau [pour revue voir (Brown
et al., 2001b)], dont la SNr (Panula et al., 1989), en libérant I’histamine de fagon tonique (Zhou
et al., 2006). Les récepteurs de I’histamine sont métabotropiques et sont class€s en trois groupes:
les récepteurs de type H1 (couplés positivement a la PLC), les récepteurs de type H2 (couplés
positivement a 1’adénylate cyclase) et les récepteurs de type H3 (couplés négativement a

I’adénylate cyclase) (Brown et al., 2001b).

Au sein de la SNr, les effets de I’histamine sont divers et s’exercent essentiellement au niveau
post-synaptique. Les trois types de récepteurs étant présents, 1’action de 1’histamine peut

engendrer une dépolarisation ou une hyperpolarisation des neurones nigraux (Zhou et al., 2006).

A Tlinstar de [’adénosine, [’histamine peut entretenir des relations avec d’autres
neurotransmetteurs, comme la dopamine et la sérotonine. L’activation des récepteurs de type H3
au niveau des terminaisons striato-nigrales engendre, par exemple, une diminution de la
transmission GABAergique par une action antagoniste des récepteurs de type D1 (Garcia et al.,
1997). Au niveau des terminaisons raphé-nigrales, I’activation des récepteurs H3 entraine une
diminution de la libération de sérotonine dans la SNr (Threlfell et al., 2004).

11.3.9. La glycine et la taurine

La glycine est, apres le GABA, le second neurotransmetteur inhibiteur du systéme nerveux. Elle

induit une hyperpolarisation membranaire via 1’action de récepteurs ionotropiques couplés a une
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conductance chlorure [pour revue voir (Legendre, 2001)]. Les récepteurs glycinergiques peuvent
¢galement étre activés par la taurine, un autre acide aminé essentiel. Enfin, la glycine sert de co-

agoniste des récepteurs NMDA [pour revue voir (Bonaccorso et al., 2011)].

Concernant la SN, la taurine serait libérée par les afférences striato-nigrales, alors que la glycine
aurait une origine gliale (Bianchi et al., 1998; Dopico et al., 2006). Les études concernant le role
des récepteurs glycinergiques dans la SNr sont peu nombreuses. L’activation des récepteurs
glycinergiques par la taurine ou la glycine a été¢ montrée comme étant responsable d’une
inhibition de I’activité neuronale (Dray et al., 1976; Ye et al., 1997).

Pour résumer cette partie, la SNr est le siege de nombreuses régulations. Tout d’abord au niveau
intrinseque, ou 1’activité neuronale est sous controle de conductances particulieres résultant de
I’expression des différents canaux ioniques. Les nombreuses afférences de la SNr ajoutent alors
un niveau de régulation supplémentaire. La diversité de ces régulations, ainsi que les interactions
qu’elles peuvent entretenir, sont donc a 1’origine d’une régulation extrémement fine et complexe
de Dactivité neuronale de la SNr. Cette activité étant responsable de la transmission des
informations entre les GB et le cortex, les régulations décrites ci-dessus occupent donc une place
primordiale. Nous verrons que certaines perturbations du réseau des GB s’accompagnent de
modifications de I’activit¢ de la SNr. Ces modifications perturbent la transmission des
informations vers le cortex et sont caractéristiques de certaines pathologies, comme la maladie
de Parkinson. Dans la prochaine partie, nous nous intéresserons donc aux modifications de
’activité neuronale qui accompagnent cette pathologie. Nous verrons tout d’abord quelles sont
les causes de cette maladie et quelles en sont les conséquences au niveau des différents noyaux
des GB. Nous détaillerons notamment les perturbations retrouvées au sein de la SNr. Enfin, nous
discuterons des différentes thérapeutiques de la maladie de Parkinson et notamment de la
stimulation a haute fréquence du NST. Nous discuterons des effets de cette stimulation au niveau

local puis plus précisément, au niveau de la SNr.
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III Dysfonctionnement du réseau des
ganglions de la base : cas de la maladie de
Parkinson

II1.1. La maladie de Parkinson

II1.1.1. Généralités

La maladie de Parkinson (MP) est une pathologie neurodégénérative dont la prévalence est de
1.5 a 2% chez les personnes de plus de 65 ans (Tison et al., 1994). Dans la majorité des cas,
I’affection est sporadique mais il existe des formes familiales (10 a 15% des cas). La MP reste
idiopathique méme s’il existe certaines hypothéses mettant en avant des facteurs génétiques ou
environnementaux (métaux lourds, pesticides, herbicides) [pour revue voir (Kumar et al., 2011)].
Cette pathologie résulte de la dégénérescence des neurones dopaminergiques du mésencéphale et
se caractérise au niveau intracellulaire par la présence de corps de Lewy. Les corps de Lewy sont
des inclusions retrouvées au niveau du soma et parfois de I’axone. Ils sont constitués d’agrégats
de protéines comme I’a-synucléine (Spillantini et al., 1997). Les mécanismes possibles de la
dégénérescence sont nombreux. On peut citer [’augmentation du niveau de fer, celui de la
monoamine oxydase, le stress oxydatif, le déficit énergétique, des phénomenes inflammatoires,
I’excitotoxicité du glutamate, la synthése d’oxyde nitrique, la conformation et I’agrégation
anormales de protéines, la diminution de I’expression de facteurs trophiques ou encore des
anomalies de la régulation calcique (Dauer and Przedborski, 2003; Mandel et al., 2003).

D'un point de vue clinique, la MP se manifeste par divers symptomes dont les plus
caractéristiques restent les symptdmes moteurs, a savoir le tremblement de repos, la bradykinésie
(voire I’akynésie) et I’hypertonie. Cependant, d’autres symptomes non moteurs s’ajoutent au
tableau clinique et peuvent étre tres invalidants (des troubles végétatifs comme des troubles du
sommeil, du langage ou de la digestion, mais aussi des troubles cognitifs comme la dépression,
I’anxiété ou I’apathie) [pour revue voir (Wolters, 2008)]. A I’heure actuelle, la MP n’est plus
considérée comme étant une pathologie uniquement dopaminergique car elle s’étend a d’autres
systémes, comme les systemes cholinergiques, noradrénergiques ou sérotoninergiques (Fornai et
al., 2007; Huot et al., 2011; Yarnall et al., 2011). Dans cette partie, nous aborderons les
différentes perturbations du réseau des GB retrouvées dans la MP. Nous nous intéresserons plus
particuliérement aux perturbations de 1’activité neuronale de la SNr. Enfin, nous parlerons des

thérapies actuelles de cette maladie, et plus précisément de la stimulation a haute fréquence du
NST.

43



Rappels bibliographiques

II1.1.2. Conséquences sur le fonctionnement du réseau des GB

La dégénérescence des neurones dopaminergiques aboutit a de nombreuses perturbations du
réseau des GB. D'une maniere générale, cette pathologie se caractérise par une hyperactivité de
la voie indirecte et une hypoactivité de la voie directe (Obeso et al., 2002). La résultante de ces
modifications conduit a une hyperactivité glutamatergique, responsable d’une inhibition
excessive du thalamus et du tronc cérébral (figure 14) (Albin et al., 1989; DeLong, 1990; Obeso
et al., 1997; Obeso et al., 2002).
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Figure 14 : La maladie de Parkinson se caractérise par une perturbation de [’activité du réseau des ganglions
de la base. Schéma du réseau des GB en condition physiologique et d'hypodopaminergie. En condition
physiologique, la dopamine active les neurones de la voie directe et inhibe ceux impliqués dans la voie
indirecte. Le manque de dopamine méne a une augmentation de la transmission inhibitrice vers le GPe,
responsable d’une désinhibition du NST, conduisant a une hyperactivité des structures de sorties. En
parallele, la transmission striato-nigrale est diminuée ce qui aboutit également a une augmentation de
lactivité de la SNr et du GPi. GPe : globus pallidus externe. GPi : globus pallidus interne. PPN : noyau
pedonculopontin. SNc : substantia nigra pars compacta. SNr : substantia nigra pars reticulata. STN : noyau
sous-thalamique. VM : noyau ventro-médian du thalamus. D aprés Obeso et al., 2002

Dans le § 1.2.1, nous avons décrit la capacité des MSNs striataux de détecter les informations
corticales pertinentes. Lors de la MP, I’hypodopaminergie perturbe la lecture des informations
corticales par les MSNs. La durée durant laquelle les MSNs sont a 1’état « up » est plus longue et
la probabilité d’émission de potentiels d’action durant cet état est augmentée (Murer et al.,
2002). Ces modifications engendrent des réponses inappropriées (figure 15), qui se répercutent
alors dans tout le réseau des GB.
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Figure 15 : La lecture des informations corticales par les MSNs est perturbée lors d’une lésion nigro-striatale.
Schéma représentatif des relations cortico-striatales en condition physiologique et pathologique. En condition
d’hypodopaminergie la réponse neuronale des MSNs a une stimulation corticale est plus forte (panel de gauche)
et la probabilité d’activation de ces neurones est plus grande (panel de droite). D aprés Murer et al., 2002.

Cependant, les perturbations de 1’activité neuronale ne se limitent pas aux MSNs car les
récepteurs dopaminergiques sont distribués dans tout le réseau des GB. Ainsi, le manque de
dopamine engendre des perturbations locales au niveau de chacun des noyaux des GB, qui se
répercutent sur tout le réseau en raison des interactions entretenues entre les différents noyaux.

L’une des principales modifications de 1’activité des GB est la modification de la fréquence et du
patron de décharge neuronale des noyaux présentant une activité « pace-maker » (Wichmann
and DeLong, 2006). Au niveau du GPe, la fréquence de décharge des neurones GABAergiques
est diminuée. En parallele, I’activation inappropriée des MSNs par les neurones corticaux,
entraine une sur-inhibition de ces neurones pallidaux (Chan et al., 2011). Au niveau du NST, la
fréquence de décharge des neurones glutamatergiques est largement augmentée (Bergman et al.,
1994; Hassani et al., 1996). La modification de la fréquence s’accompagne surtout d’une
modification du patron de décharge. En effet, les neurones du NST adoptent un mode de
décharge en « bursts » pouvant se manifester de fagon irréguliere ou rythmique (Ni et al., 2001;
Bevan et al., 2002a; Sharott et al., 2005). De plus, les interactions réciproques entretenues avec
le GPe entrainent ces deux noyaux dans un mode de décharge en bouffées synchrones (Brown et
al., 2001a). Enfin, la MP est caractérisée par une augmentation des oscillations, principalement
dans la bande de fréquence béta (15 a 30 Hz) (figure 16A et B). On entend par oscillation, la
capacité des neurones a émettre des potentiels d’action en phase avec une période définie. Ces
oscillations sont retrouvées au sein d’une méme structure mais également entre différents

noyaux, et sont alors responsables de synchronies. Les oscillations sont présentes a 1’état
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physiologique mais sont plus fréquentes dans la maladie de Parkinson ou elles sont retrouvées
dans tous les noyaux et présentent un certain degré de cohérence entre les différentes structures
(figure 16C) (Brown, 2003; Gatev et al., 2006; Wichmann and DeLong, 2006; Hammond et al.,
2007; Dejean et al., 2008; Weinberger et al., 2009).
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Figure 16 : La puissance et la cohérence des activités neuronales dans la bande de fréquence béta dans le
cortex et le NST sont augmentées en condition d’hypodopaminergie. A. Exemples d’enregistrements en
potentiels de champ locaux dans le NST et le cortex, chez un rat sain ou lésé a la 6-OHDA. B. Spectre de
puissance moyennée dans les différentes fréquences correspondant aux enregistrements en A (animal sain en
noir et lésé en gris). Les activités dans la bande de fréquence béta sont augmentées dans les deux structures.
C. Spectre de cohérence entre le cortex et le NST. Le NST et le cortex présentent une forte cohérence de leur
activité en condition hypodopaminergique (animal sain en noir et lésé en gris). D aprés Sharott et al., 2005.

En résumé, les perturbations liées a la MP reposent sur deux théories regroupées sous le terme de
«rate model » ou de «oscillatory model ». La premi¢re met en avant la perturbation de
I’équilibre entre les voies directe et indirecte. La seconde stipule que les perturbations du réseau
sont dues a I’apparition de décharges en bouffées et d’oscillations synchrones entre les différents
noyaux des GB (Ibanez-Sandoval et al., 2007). Cependant, ces modeles ne sont pas

incompatibles et sont probablement retrouvés de maniére simultanée.
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1I1.1.3. Conséquences sur le fonctionnement de la substance noire réticulée

A Dinstar des autres structures des GB, la SNr est le siege de perturbations de son activité
neuronale en situation d'hypodopaminergie. La SNr étant la structure de sortie des GB, les
différentes perturbations de [’activité du réseau se répercutent sur celle-ci et géneérent une
hyperactivité des neurones nigraux (Obeso et al., 2002). En parallele, I’hypodopaminergie est a
I’origine de certaines perturbations plus locales. En effet, dans le § 11.3.3 nous avions décrit la
présence, au niveau pré-synaptique, de récepteurs dopaminergiques de type D1 sur les
terminaisons striato-nigrales, de type D2 sur les pallido-nigrales et de type D1 et D4 sur les
subthalamo-nigrales. Ainsi, le manque de dopamine aboutit a une diminution de la transmission
striato-nigrale, une augmentation de la transmission pallido-nigrale et une augmentation de la

transmission subthalamo-nigrale (Ibanez-Sandoval et al., 2006; Aceves et al., 2011).

Les modifications de la fréquence et du patron de décharge neuronale, décrites dans les autres
noyaux des GB, sont également retrouvées au niveau de la SNr. Ainsi, la maladie de Parkinson
s’accompagne d’une augmentation de la fréquence de décharge neuronale et de 1’émission de
potentiels d’action en bouffées, mises en évidence chez le rat (Burbaud et al., 1995), le primate
(Wichmann et al.,, 1999) ou encore en tranches suite a [’application d’antagonistes
dopaminergiques (figure 17) (Ibanez-Sandoval et al., 2007; Aceves et al., 2011).
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Figure 17 : Le blocage des récepteurs dopaminergiques modifie le patron de décharge des neurones de la SNr.
Enregistrement électrophysiologique en tranche de cerveaux de rat de la décharge spontanée des neurones de la
SNr en condition contréle ou lors d’application d’antagonistes des récepteurs, de types D1 (SCH 23390) et D2
(sulpiride). L application d’antagonistes des récepteurs dopaminergiques s ’accompagne de [’apparition de
décharges en bouffées, selon un mode oscillatoire. D aprés Aceves et al., 201 1.

Ce mode de décharge en « bursts » est retrouvé en condition physiologique mais ne concerne que
trés peu de neurones. En effet, comme nous 1’avons décrit précedemment, les neurones de la SNr
possédent les propriétés électrophysiologiques permettant la mise en place d’un plateau de

potentiel responsable de la décharge en bouffée, a I'image des neurones du NST (§ 11.2.2). Les
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potentiels d’action « intra burst » font ensuite intervenir différents types de canaux, comme les
canaux HCN (Hyperpolarization-activated cation channels) ou des canaux potassiques activés

par le calcium (Ibanez-Sandoval et al., 2007).

Enfin, en conditions d’hypodopaminergie, une augmentation des oscillations dans la bande de
fréquence béta a été mise en évidence dans la SNr. Chez le rat, il a été montré que cette
augmentation concernait les bandes de basses fréquences béta (12 a 25 Hz) au repos, et les

hautes fréquences béta (25 a 40 Hz) lors du mouvement (Avila et al., 2009).

II1.2. Thérapie de la maladie de Parkinson par stimulation a haute fréquence du
noyau sous-thalamique

111.2.1. Généralités sur les différentes thérapeutiques de la maladie de Parkinson

Les traitements actuels de la MP permettent d’améliorer la qualité de vie des patients mais
restent symptomatiques et n’empéchent pas la progression de la dégénérescence neuronale. Les
traitements pharmacologiques se sont avérés trés efficaces et ont connu une avancée majeure
depuis leur mise en place dans les années 1960 (Cotzias et al., 1969). Le traitement
médicamenteux initial consistait en la prise de L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), un
précurseur de la dopamine capable de passer la barriere hémato-encéphalique. La L-DOPA est
alors transformée en dopamine par la DOPA décarboxylase. Cependant, la prise de L-DOPA
s’accompagne au long cours, de [’apparition de complications motrices trés invalidantes
(appelées dyskinésies) (Fabbrini et al., 2007). Pour pallier ce probleme, d’autres agents
pharmacologiques ont été commercialisés afin de pouvoir retarder au maximum la prise de L-
DOPA. Ces agents sont divers et comprennent des agonistes dopaminergiques (principalement
spécifiques des récepteurs de type D2), des inhibiteurs de la recapture de la dopamine ou encore
des agents non dopaminergiques (cholinergiques, adrénergiques, sérotoninergiques ou

glutamatergiques) [pour revue voir (Gardian and Vecsei, 2010)].

Les complications motrices lies a la prise de L-DOPA ont également pu étre améliorées par
I’utilisation d’une autre thérapeutique de la MP, de nature neurochirurgicale. Cette approche a
débuté de fagon empirique, avant I'ére de la L-DOPA, et consistait en la 1ésion de différents
noyaux des GB. Depuis la fin des années 80, le traitement neurochirurgical s’avere étre une
bonne alternative a la prise de L-DOPA et consiste en la stimulation cérébrale profonde de
noyaux des GB (Walter and Vitek, 2004). La premicre cible de la stimulation a été le noyau
ventro-médian du thalamus (Benabid et al., 1987). A I’heure actuelle, le traitement chirurgical de
référence de la MP consiste en la stimulation a haute fréquence (SHF) du NST. Le choix de cette

cible s'est appuyé sur des études réalisées chez le singe, montrant 1’amélioration des symptomes
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parkinsoniens aprés lésion ou stimulation du NST (Bergman et al., 1990; Aziz et al., 1991;
Benazzouz et al., 1993). Chez ’homme, la premicre intervention chirurgicale de SHF du NST a
¢été réalisée a Grenoble, il y a presque 20 ans (Pollak et al., 1993). La SHF du NST améliore les
symptomes moteurs de la MP (Limousin et al., 1995a; Limousin et al., 1995b; Pollak et al.,
1996; Thobois et al., 2002; Krack et al., 2003) et permet de réduire voire de supprimer les doses
de médicaments (L-DOPA et agonistes dopaminergiques), limitant ainsi les dyskinésies (Krack
etal., 1997).

A T’heure actuelle, la SHF est utilisée dans le traitement d’autres pathologies comme les
épilepsies (Fisher et al., 2010), la dépression (Andrade et al., 2010), la douleur (Levy et al.,
2010), le syndrome de Gilles de la Tourette (Visser-Vandewalle et al., 2003) ou encore les
troubles obsessionnels compulsifs (Mallet et al., 2002).

En dépit de ses effets bénéfiques, et malgré le fait que cette technique soit utilisée depuis une
trentaine d’années, les mécanismes moléculaires et cellulaires sous-jacents sont encore débattus
(Kringelbach et al., 2007). Nous allons a présent décrire les différents effets de la SHF du NST
tout d’abord au niveau local c¢’est a dire au niveau du NST. Par la suite, nous nous focaliserons

sur ’impact de cette stimulation sur I’activité neuronale de la SNr.

111.2.2. Mécanismes cellulaires a 1'origine de 1'efficacité de la stimulation a haute fréquence du

novau sous-thalamique

1I1.2.2.a : Mécanismes locaux de la SHF du NST : effets sur les neurones du NST.

Il existe différentes hypotheses concernant les mécanismes de la SHF du NST [pour revue voir
(Garcia et al., 2005; Deniau et al., 2010)]. En raison des similitudes entre les effets cliniques de
la SHF du NST et de sa 1ésion chez le primate, la premiere hypotheése a été que la stimulation
inhibait le NST (Aziz et al., 1991; Guridi et al., 1994). Cette hypothése a été corroborée par des
études montrant 1’inhibition de 1’activité neuronale du NST suite a sa stimulation, in vitro chez
I’animal (Beurrier et al., 2001; Magarinos-Ascone et al., 2002; Tai et al., 2003) et chez le patient
(Filali et al., 2004; Welter et al., 2004).

A T’inverse, plusieurs études ont mis en évidence que la SHF active le NST. Dans ce sens, il a été
montré que les neurones du NST sont activés par la SHF (Lee et al., 2003; Lee et al., 2004), tout
comme les structures efférentes du noyau : le GPe, le GPi/EP et la SNr (Windels et al., 2000;
Hashimoto et al., 2003; Windels et al., 2003; Kita et al., 2005) .

Cependant la SHF du NST pourrait avoir des effets plus complexes, ne se limitant pas
simplement & une inhibition ou une excitation du NST. Certaines études montrent, par exemple,
que cette technique permet d’imposer un patron de décharge au sein du NST in vitro (Garcia et

al., 2003; Garcia et al., 2005) ou chez I’homme (Rossi et al., 2008). Par ailleurs, il a ét¢ montré
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que la SHF du NST réduisait les oscillations de type béta et les synchronies anormales
caractéristiques de la MP (figure 18) (Hammond et al., 2007).
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Figure 18: La stimulation a haute fréquence du NST réduit les oscillations dans la bande de fréquence béta.
Carte temps/fréquence obtenue apres enregistrement en potentiels de champ locaux dans le GPi, chez un
patient atteint de la maladie Parkinson et implanté dans le NST. Les enregistrements sont réalisés durant et
entre trois périodes de stimulation a haute fréquence du NST. Les activités dans la bande de fréquence béta
sont diminuées par la SHF du NST. D apres Hammond et al., 2007.

L’étude de ces mécanismes reste cependant difficile a appréhender car de nombreux parametres
sont a prendre en compte. A un niveau neuronal par exemple, on sait que les axones des
neurones du NST sont plus facilement excitables par la stimulation électrique que les corps
cellulaires ou les dendrites, en raison de propriétés €lectriques différentes (Nowak and Bullier,
1998b, a). A un niveau plus intégré, ces propriétés ¢Electriques dépendent de la présence de
différents types neuronaux et de cellules gliales, ainsi que de leur géométrie (diametre et
orientation des axones, forme des corps cellulaires, nombre de fibres de passages...) [pour revue
voir (Kringelbach et al., 2007; Vedam-Mai et al., 2012)]. Enfin, les effets de la stimulation
varient en fonctions des parametres utilisés (amplitude, durée du stimulus et fréquence). Chez
I’homme, les effets thérapeutiques bénéfiques de la stimulation sont décrits dans une échelle de
80a 180 Hzetde 1 a 10 mA (Vedam-Mai et al., 2012). L’ensemble de ces caractéristiques sous-
entend que la SHF du NST pourrait avoir différents effets au niveau de 1’axone et du soma des
neurones stimulés (Mclntyre et al., 2004). Ce mécanisme pourrait mener a une inhibition de
’activité neuronale au sein du NST et une activation des fibres afférentes, efférentes ou passant a
proximité du NST [pour revue voir (Kringelbach et al., 2007; Deniau et al., 2010)]. L activation
des fibres pallido-nigrales passant a proximité du NST a en effet été mise en évidence a la fois in
vitro (Bosch et al., 2011) et in vivo (Windels et al., 2000; Maurice et al., 2003; Windels et al.,
2003; Degos et al., 2005; Windels et al., 2005). Enfin, une étude utilisant la technique
d'optogénétique in vivo chez le rat 1ésé a la 6 hydroxy-dopamine (6-OHDA), a montré que
I’inhibition ou I’activation des neurones du NST n’était pas suffisante pour reverser les

symptomes moteurs liés a 1’hypodopaminergie, contrairement a la stimulation des fibres
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afférentes cortico-NST (Gradinaru et al., 2009). Ces résultats suggerent que les effets bénéfiques
de la SHF du NST seraient plutot sous-tendus par des effets a distance comprenant I’activation

de fibres afférentes, efférentes et de passage.

1I1.2.2.b : Impact de la SHF du NST sur I’activité de la SNr.

Au niveau de la SN, il a tout d'abord été montré que la SHF du NST induisait une diminution de
’activité neuronale chez le rat sain ou 1ésé a la 6-hydroxydopamine (6-OHDA) (Benazzouz et
al., 1995; Benazzouz et al., 2000). Ces données sont en accord avec I’hypothese d’une inhibition
du NST par la stimulation électrique que nous avons décrit précédemment. Dans ce sens, il a
¢galement été¢ montré qu’une lésion du NST induisait une inhibition de 1’activité neuronale de la
SNr (Burbaud et al., 1995) ou restaurait I’activité neuronale nigrale perturbée par une Iésion a la
6-OHDA (Tseng et al., 2001).

Cependant, dans la partie précédente nous avons exposé le fait que la SHF du NST ne se limitait
pas a une simple excitation ou inhibition des neurones du NST. Cela implique que les effets a
distance, au niveau de la SNr, ne sont pas non plus restreints a une activation ou une inhibition
neuronale. Plusieurs études ont en effet mis en avant un impact a la fois inhibiteur et excitateur
de la SHF du NST sur Pactivité de la SNr. Cette dualité d’effet est retrouvée en condition
physiologique, de déplétion dopaminergique ou de blocage de la transmission dopaminergique.
Chez le rat sain in vivo, Nicolas Maurice et collaborateurs (2003) ont montré que la SHF du NST
peut induire une inhibition ou une activation des neurones de la SNr. Appliquée a faible intensité
(inférieure a 4 V), la stimulation augmente la transmission GABAergique et donc, diminue
I’activité neuronale nigrale (la libération de GABA pouvant provenir des collatérales d’axones
des neurones nigraux ou de la voie pallido-nigrale). A plus forte intensité (5 a 10 V), la voie
subthalamo-nigrale est activée, résultant en une excitation de la SNr (Maurice et al., 2003). En
parallele, des augmentations des contenus extracellulaires de glutamate et de GABA dans la SNr
ont été mises en évidence durant la SHF du NST par des expériences de microdialyse (toujours
chez le rat sain), in vivo (Windels et al., 2000; Windels et al., 2003; Boulet et al., 2006). Ces
données sont confirmées par une étude plus récente réalisée en tranche aigue de cerveau de rat.
Dans le § 1.2.3, nous avions décrit qu'une stimulation unique du NST résultait en une réponse
présentant a la fois une composante excitatrice et inhibitrice. Cette réponse est également
retrouvée lors d’une stimulation a haute fréquence, appliquée durant 30 secondes (Bosch et al.,
2011).

Lors d’une perturbation de la transmission dopaminergique (Iésion a la 6-OHDA ou blocage des
récepteurs dopaminergiques de type D1 et D2), il a été montré que la SHF du NST entraine a la
fois une excitation et une inhibition des neurones de la SNr et ce, in vitro (figure 19) (Bosch et
al., 2011) comme in vivo (Degos et al., 2005). D’autre part, les taux de GABA et de glutamate

extracellulaires dans la SNr ont également ét€¢ mesurés en conditions d’hypodopaminergie chez
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le rat in vivo. Dans ces conditions, la SHF induit une augmentation des taux de GABA
extracellulaire. Concernant le glutamate, I’effet de la SHF est masqué par I’hyperactivité du NST
(induite par la 1ésion). En effet, les taux de glutamate étant déja maximum, il n’est pas possible
de détecter d'éventuelles libérations supplémentaires induites par la stimulation du NST
(Windels et al., 2005).
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Figure 19 : La stimulation a haute fréquence du NST induit une excitation ou une inhibition des neurones
de la SNr. Représentation des fréquences de décharge des neurones de la SNr enregistrées en tranches de
cerveaux de rats lésés a la 6-OHDA, lors d’une stimulation a haute fréquence du NST. Les fréquences sont
normalisées par rapport a celles enregistrées avant la stimulation. La SHF du NST induit une
augmentation de la fréquence de décharge dans certains neurones et une diminution dans d’autres.
D’apres Bosh et al., 2011.

Enfin, ces effets ont également été décrits chez le patient implanté dans le NST, ou certaines
¢tudes mettent en évidence une excitation des neurones de la SNr (Galati et al., 2006), alors que
d’autres rapportent une inhibition de ces neurones (Maltete et al., 2007).

En conclusion, la SHF du NST est a 'origine d’effets complexes. Les corps cellulaires
pourraient étre inhibés alors que les fibres afférentes ou efférentes passant a proximité du NST
seraient activées. Ces effets seraient alors a l’origine de modifications de la fréquence
(augmentation et/ou inhibition) et du patron de décharge neuronale des noyaux des GB. Ces
modifications permettraient de restaurer le patron de décharge neuronale, perturbé dans la
maladie de Parkinson. Des lors, I'effet thérapeutique bénéfique de la SHF du NST serait la
résultante de plusieurs mécanismes convergents vers une restauration de l'activité neuronale des

structures de sortie des GB [pour revue voir (Deniau et al., 2010)].

Les effets de la SHF dépendent donc de nombreux parametres comme la nature des fibres ou
I’organisation des connexions. Cependant, la plupart des études ne se sont intéressées qu’aux
mécanismes neuronaux sous-tendant cette efficacité et 1’implication des cellules gliales

commence seulement a étre investiguée. Comme nous allons le voir a présent, les cellules
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gliales, et plus particulicrement les astrocytes, sont engagées dans pratiquement toutes les
fonctions cérébrales. Nous verrons que les astrocytes interviennent de fagon active dans la
transmission synaptique, en conditions physiologique et pathologique, et qu’ils possédent toutes

les propriétés leur permettant d’étre impliqués dans la SHF du NST.
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1V Les astrocytes

IV.1. Les cellules gliales

IV.1.1. Présentation générale

Les cellules gliales représentent la majeure population cellulaire du névraxe (environ 90% des
cellules sont des cellules gliales, contre seulement 10% de neurones chez I’homme). Le terme de
« glie » a été introduit en 1858 par Rudolf Ludwing Karl Virchow, pour qui ces cellules étaient
un tissu conjonctif dépourvu d’éléments cellulaires (Virchow, 1858). La diversité des cellules
gliales a été ensuite mise en évidence par Camillo Golgi et Santiago Ramon y Cajal (Figure 20)
(Kettenmann and Verkhratsky, 2008; Verkhratsky et al., 2011b). Les cellules gliales du systéme
nerveux central (SNC) sont actuellement classées en différents types dont les principaux sont: les
astrocytes, les oligodendrocytes, les cellules NG2 et les cellules microgliales. Les cellules
épendymaires, présentes au niveau des ventricules et responsables de la production et de la
circulation du liquide céphalo-rachidien, sont également considérées comme des cellules gliales.
Au niveau du systéme nerveux périphérique, on trouve essentiellement les cellules de Schwann.
Les astrocytes et les oligodendrocytes dérivent, tout comme les neurones, du neuroépithélium
formant le tube neural. Leurs progéniteurs se différencieront en neuroblastes ou glioblastes. Les
cellules microgliales, quant a elles, dérivent du mésoderme hemangioblastique et leurs
progéniteurs sont des macrophages feetaux (Verkhratsky and Butt, 2007).

Figure 20: Les cellules gliales dessinées par
Santiago Ramon _y Cajal. Représentation des
différents types de cellules gliales a partir d’une
imprégnation de Golgi. Les cellules neurogliales de
la couche corticale superficielle (A-D) et des
couches profondes (E-R) sont représentées. D apres
Verkhratsky et al., 2011.
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En raison de leur incapacité a émettre des potentiels d’action, les cellules gliales ont longtemps
¢été considérées comme de simples cellules de soutien ou cellules « nourricieres » des neurones.
Cette vision de cellules « passives » est aujourd’hui obsoléte, puisqu’il est avéré que les cellules
gliales et spécialement les astrocytes, utilisent une autre forme d’excitabilité que 1'excitabilité

¢lectrique.

1V.1.2 Les différentes classes de cellules gliales

1IV.1.2. a : Les oligodendrocytes.

Les oligodendrocytes, initialement décrits en 1928 par Del Rio Hortega, sont les cellules
responsables de la synthése de myéline au sein du SNC. La myéline est la couche lipidique
permettant d’isoler électriquement les axones et de regrouper les canaux dépendant du voltage au
niveau de sites particuliers, les nceuds de Ranvier (Hess and Young, 1949). L’ensemble de ces
caractéristiques permet a la conduction nerveuse de s’effectuer de fagon saltatoire, augmentant
ainsi la vitesse de propagation de I’influx nerveux. La myélinisation axonale est un phénomene
rapide et hautement régulé (Emery, 2010). Durant le développement, le premier signal impliqué
dans la myélinisation est I’activité électrique neuronale. Dés lors, d'autres acteurs interviennent,
comme certains ligands exprimés au niveau neuronal ou certaines molécules diffusibles (Bradl
and Lassmann, 2009; Emery, 2010). Les oligodendrocytes possedent de nombreux récepteurs
aux neurotransmetteurs et répondent a 1’activation de ces récepteurs par un signal calcique (Butt,
2006). Ces cellules peuvent avoir un role trophique, en sécrétant des facteurs neurotrophiques
comme le BDNF, le GDNF (pour «Brain ou Glial Derived Neurotrophic Factor »
respectivement) et I’'IGF-1 (pour « Insulin Growth Factor 1 ») (Bradl and Lassmann, 2009).

1IV.1.2. b : La microglie.

Les cellules microgliales sont les cellules immunocompétentes du systeme nerveux central. Elles
se présentent sous trois états: quiescent, activé ou phagocytaire. Tout comme les
oligodendrocytes, les cellules microgliales possedent différents types de récepteurs aux
neurotransmetteurs (Farber and Kettenmann, 2006). Cependant, elles expriment surtout des
récepteurs pour différentes molécules du systéme immunitaire, leur permettant d’étre activées en
situations pathologiques (précisons que la microglie pourrait également avoir un role en
condition physiologique, en controlant par exemple I’intégrité des synapses) (Graeber and Streit,
2009; Wake et al.,, 2009). Lors d’infection, de traumatisme, d’ischémie, de maladie
neurodégénérative ou de toute modification homéostasique, les cellules microgliales sont
activées et recrutées vers le site de la « 1ésion ». L’activation microgliale passe par différents
stades, au cours desquels ces cellules sont sujettes a diverses modifications (modification de leur

forme, de leur expression génique et membranaire ainsi que de leur fonctionnement)
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(Verkhratsky and Butt, 2007; Graeber and Streit, 2009; Graeber, 2010; Kettenmann et al., 2011).
Cette activation se traduirait également par une augmentation de la concentration intracellulaire
de calcium. Cependant, ce phénomene n’a été décrit qu’in vitro (Farber and Kettenmann, 2006).
Une fois activées, les cellules microgliales sont capables de libérer différents acteurs, impliqués
dans la défense et la neuroprotection [comme des cytokines, du monoxyde d’azote, des especes
réactives de I"oxygeéne (ROS), des facteurs neurotrophiques, des facteurs de croissance ou des
interleukines]. Elles peuvent également recruter d’autres cellules du systéme immunitaire, en
libérant des molécules chimiotactiques. Enfin, elles permettent de diminuer 1’excitotoxicité du
glutamate, en surexprimant des transporteurs au glutamate. Hormis le stade dans lequel les
cellules microgliales deviennent phagocytaires, ’activation microgliale est un phénomene
réversible (Verkhratsky and Butt, 2007; Graeber and Streit, 2009; Graeber, 2010; Kettenmann et
al., 2011).

1V.1.2. ¢ : Les cellules NG2.

Les cellules NG2 ont longtemps ¢té considérées comme étant des cellules précurseur des
oligodendrocytes (OPC) en raison de 1’expression de la molécule d’adhésion NG2, spécifique
des OPCs. La molécule NG2 est un protéoglycane de 330 kDa résultant de I’association d’une
protéine et d’un glycosaminoglycane: le chondroitine sulfate. Durant le développement, tous les
oligodendrocytes dérivent d’une cellule exprimant la molécule NG2. A I’inverse, toutes les
cellules exprimant NG2 ne se différencieront pas en oligodendrocytes et certaines perdurent a
I’age adulte (figure 21) (Dawson et al., 2000; Nishiyama et al., 2005).
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(Neurcepithelial cells)
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Figure 21 : Les cellules NG2 et les oligodendrocytes partagent les mémes étapes de différentiation.
Le précurseur des oligodendrocytes et des cellules NG2 exprime différentes molécules, dont la
molécule NG2. Ce précurseur peut se différencier en oligodendrocyte mature (qui perd alors
I’expression de la molécule NG2), en astrocyte ou en cellule NG2. Chez ’adulte, les cellules NG2
pourront donner de nouveaux oligodendrocytes, astrocytes ou neurones. D’apreés Trotter et al.,
2010.
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Chez I’adulte, ces cellules sont capables de se différencier en oligodendrocytes, neurones ou
astrocytes (Dawson et al., 2000; Nishiyama et al., 2005; Wigley et al., 2007; Trotter et al., 2010).
Malgré leurs caractéristiques antigéniques communes, les OPCs et les cellules NG2 peuvent
présenter des caractéristiques différentes. Il a par exemple ét¢ montré que la survie des OPCs
dépendait de I’intégrité des axones environnants, contrairement aux cellules NG2 qui persistent
suite a la transection du nerf optique. Cela indique que les cellules NG2 posseédent certaines
propriétés qui les différencient des OPCs (Greenwood and Butt, 2003). Les cellules NG2 sont
souvent associées avec les neurones et peuvent recevoir des contacts glutamatergiques ou
GABAergiques (Bergles et al., 2000; Lin and Bergles, 2004; Ziskin et al., 2007; Gallo et al.,
2008). Par ailleurs, il a été montré que les cellules NG2 peuvent étre activées par des libérations
de glutamate ou de GABA, qui induisent un signal calcique dans ces cellules (Lin et al., 2005;
Paukert and Bergles, 2006; Hamilton et al., 2009). L’ensemble de ces caractéristiques laisse
penser que les cellules NG2 pourraient avoir des rdles importants au niveau de la transmission

synaptique et ne se limiteraient pas au role de progéniteur ou de cellule souche adulte.

1V.2. Physiologie et fonctions générales des astrocytes

Les astrocytes sont les cellules majoritaires du systéme nerveux central. Elles doivent leur nom a
Michael Von Lenhossek, en raison de leur morphologie étoilée. Cette classe de cellules
comprend différents types cellulaires, dont les principaux représentants sont les astrocytes
protoplasmiques (retrouvés au niveau de la substance grise) et les astrocytes fibreux (retrouvés
au niveau de la substance blanche). Les fonctions astrocytaires sont aussi diverses
qu’essentielles. En effet, ces cellules sont impliquées dans le maintien de I’homéostasie ionique
et énergétique, mais interviennent également dans la synaptogenese, la transmission neuronale
ou la plasticité synaptique (Verkhratsky and Butt, 2007). Dans cette partie, nous présenterons les
caractéristiques physiologiques des astrocytes ainsi que leurs principales fonctions. Par la suite,
nous nous intéresserons plus particuliecrement a la communication neurone-astrocyte et aux

caractéristiques de la synapse tripartite.

IV.2.1. Caractéristiques membranaires et électrophysiologiques des astrocytes

Les astrocytes posseédent un corps cellulaire arrondi et de fines ramifications qui s’étendent sur
30 2 60 um chez les rongeurs, et jusqu’a 200 um chez I’homme (Oberheim et al., 2006). Les
extensions membranaires sont en contact avec les vaisseaux sanguins et les synapses. Le

prolongement d’un seul astrocyte est capable de contacter plusieurs synapses (au niveau de

57



Rappels bibliographiques

I’hippocampe, il a par exemple été décrit qu’un méme astrocyte pouvait contacter plus de 140
000 synapses) (Bushong et al., 2002).

Les astrocytes possedent des caractéristiques électrophysiologiques qui leur sont propres. Ils
présentent un potentiel de membrane tres négatif (entre -80 et -90 mV), une résistance d’entrée
faible (environ 50 MQ) et une relation courant/potentiel linéaire (Barres, 1991; Bordey and
Sontheimer, 2000; Oberheim et al., 2012). Enfin, les astrocytes sont incapables d’émettre des
potentiels d’action (ce qui les a longtemps relégués au rang de cellules passives du SNC).
Cependant, depuis les années 80, il est largement admis que, tout comme les neurones, les
astrocytes expriment des canaux ioniques et des récepteurs aux neurotransmetteurs. Ils expriment
des canaux calciques, sodiques et potassiques dépendants du voltage, des canaux potassiques
activés par le calcium ou encore des canaux chlorures. La forte densité des canaux potassiques
explique le potentiel de membrane négatif de ces cellules (Barres, 1991; Verkhratsky and
Steinhauser, 2000; Kimelberg et al., 2006; Verkhratsky and Butt, 2007). La distribution des
principaux ions de part et d’autre de la membrane plasmique astrocytaire est similaire a celle des
neurones, hormis pour l'ion chlorure ou le gradient est inversé (Kettenmann and Schachner,
1985). Outre I’expression de canaux ioniques, les astrocytes expriment également tous les
récepteurs aux neurotransmetteurs et neuromodulateurs (Porter and McCarthy, 1997;
Verkhratsky et al., 1998; Verkhratsky and Butt, 2007). Enfin, certaines molécules sont exprimées
de maniere spécifique par les astrocytes. C’est le cas de la protéine GFAP (pour « Glial Fibrillary
Acidic Protein »). La GFAP est une protéine du cytosquelette couramment utilisée comme
marqueur de la population astrocytaire. Précisons cependant que cette protéine n’est pas
exprimée par tous les astrocytes et peut étre retrouvée au niveau de certaines autres cellules,
comme certaines cellules souches, des cellules épendymaires (chez ’homme) ou la glie radiaire
(sauf chez les rongeurs) (Roessmann et al., 1980; Kimelberg, 2004). Parmi les autres marqueurs
astrocytaires, on trouve la protéine de liaison au calcium S100B (Donato, 1999), I’enzyme
glutamine synthase (Martinez-Hernandez et al., 1977) ou encore les transporteurs du glutamate
GLT-1(GLutamate Transporter-1) (Danbolt et al., 1992; Rothstein et al., 1994).

1V.2.2. Organisation spatiale

Au sein du systeme nerveux central, les astrocytes sont organisés de fagon particuliere, ce qui
leur permet d’interagir entre eux ainsi qu’avec les neurones de maniére spécifique. Comme nous
allons le voir a présent, les astrocytes sont couplés entre eux et forment ainsi un syncytium
astrocytaire. Cependant, cette organisation semble étre plus complexe et différents niveaux
d'agencement permettent aux astrocytes d'occuper des territoires exclusifs tout en étant regroupés

en véritables réseaux fonctionnels.
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1V.2.2. a : Organisation en syncytium.

Les astrocytes sont couplés entre eux et forment un syncytium astrocytaire. Plus précisément ce
sont des jonctions communicantes de type gap qui sous-tendent ce couplage (Giaume et al.,
2010). Les jonctions de type gap sont présentes dans différents types cellulaires ou elles
permettent des €changes métaboliques ou ioniques. D’un point de vue structurel, ces jonctions
sont formées par 1’apposition de structures particulieres appelées connexons (ou hémicanaux).
Un connexon est formé par I’assemblage de six sous-unités, appelées connexines, dont il existe
20 sous-types différents. Le pore du canal est formé par I’assemblage des deux connexons sur
deux cellules voisines et permet la diffusion de petites molécules (inférieures a environ 1 kDa).
Le couplage via ce type de jonctions permet donc la diffusion de certains ions ou petites
molécules telles que certains transmetteurs. Ce mécanisme permet par exemple de redistribuer le
potassium suite a sa recapture (Scemes and Spray, 2012) ou le passage interastrocytaire de
molécules de signalisation comme I'ATP, 1'IP; ou le glutamate (Harris, 2007).

Au niveau des astrocytes chez 1’adulte, les connexines présentes sont majoritairement les
connexines 43 (Cx 43) et 30 (Cx 30) [pour revue voir (Theis and Giaume, 2012)]. En fonction de
la structure, le couplage inter-astrocytaire est un phénomene variable, pouvant présenter des
différences au niveau du degré de couplage ou de 1’organisation spatiale du réseau (Theis and
Giaume, 2012). Par ailleurs, le couplage astrocytaire est un phénomeéne dynamique et les
connexons s'assemblent et se désassemblent en permanence (Giaume and McCarthy, 1996). De
plus, le degré de couplage ainsi que la perméabilité des jonctions gap peuvent étre régulés de
différentes manieres, comme par exemple par 1’activité neuronale (Marrero and Orkand, 1996),
par des augmentations de la concentration de potassium extracellulaire (Enkvist and McCarthy,
1994) ou encore dans certaines conditions pathologiques (Koulakoff et al., 2008; Giaume et al.,
2010; Theis and Giaume, 2012).

Comme nous le verrons par la suite, les astrocytes posseédent une forme d’excitabilité, basée sur
les variations de concentrations intracellulaires de calcium. En culture cellulaire, il a été montré
que ce signal calcique pouvait s’étendre a tout le réseau astrocytaire sous forme de vague
calcique. Cette diffusion se ferait selon un mécanisme régénératif, par diffusion d’inositol tri-
phosphate (IP3) et de Ca*" via les jonctions gap ou via la libération d’ATP (qui agirait de fagon
paracrine, en provoquant la libération d’IP; dans la cellule voisine) (Venance et al., 1995;
Hassinger et al., 1996; Perea and Araque, 2005). Ainsi, les jonctions de type gap permettraient
une communication inter-astrocytaire via la propagation de signaux calciques. Ces vagues
calciques ont également été¢ mises en évidence en tranches aigues de cerveau de rat (Haas et al.,
2006; Schipke et al., 2008) mais elles sont plus locales et ne semblent pas s’étendre a tout le
réseau astrocytaire. Ce phénomeéne reste peu documenté in vivo et serait plus restreint
spatialement (Fiacco et al., 2009; Hoogland et al., 2009; Nimmerjahn et al., 2009). Une étude a
cependant décrit un phénomene de propagation des signaux calciques au niveau de 1’hippocampe

in vivo, présentant certaines différences avec les vagues calciques couramment décrites. Ce

59



Rappels bibliographiques

phénomene, qualifié¢ de « glissando » par les auteurs, présente une vitesse de propagation plus
rapide (environ 60 um/s contrairement a 10-20 pm/s in vitro), une dépendance vis-a-vis de
I’activité neuronale et une propagation sur de longues distances. Ce mode de propagation
pourrait étre un nouveau moyen de communication inter-astrocytaire, dépendant de 1’activité

neuronale environnante (Kuga et al., 2011).

1V.2.2. b : Organisation en « ilots synaptiques fonctionnelsy.

Au-dela de leur organisation en syncytium, les astrocytes présentent un niveau d'organisation
territorial particulier. De manicre intéressante, il a été montré que les astrocytes occupent des
territoires séparés ne se recouvrant que tres peu, au niveau de leurs prolongements astrocytaires
(Bushong et al., 2002) (figure 22A). Grace a cette organisation, les astrocytes ne créent pas
seulement un espace entre eux mais établissent des territoires qui sont exclusifs (Bushong et al.,
2002; Halassa et al.,, 2007b; Fellin, 2009). Cette organisation territoriale implique des
conséquences fonctionnelles majeures. A ce stade, il faut préciser que des études de microscopie
¢lectronique ont montré que les prolongements astrocytaires sont capables de contacter les corps
cellulaires, les dendrites, les épines dendritiques ou les terminaisons pré-synaptiques des cellules
neuronales avoisinantes (Ventura and Harris, 1999). Cette organisation particuliere des
astrocytes au regard de la synapse a donné naissance au concept de synapse tripartite ou
I’élément neuronal pré-synaptique et post-synaptique sont enrobés par un prolongement
astrocytaire (Araque et al., 1999). Nous reviendrons sur ce concept en détail par la suite. Mais si
on superpose cette notion avec l'organisation territoriale que nous avons abordée ci-dessus, nous
arrivons a la conclusion qu'un méme neurone peut traverser plusieurs territoires astrocytaires et
par conséquent, étre contacté par plusieurs astrocytes, permettant une régulation différentielle de
ses différents compartiments subcellulaires (figure 22B image de gauche). A I’inverse, un méme
astrocyte peut contacter et donc réguler 1’activité de plusieurs neurones (quelques somas et des
centaines de dendrites) (figure 22B image de droite). Cette organisation particuliere définit des
«ilots synaptiques fonctionnels » qui pourrait permettre de réguler plusieurs synapses de

neurones différents, de maniere coordonnée (Halassa et al., 2007b).
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Figure 22 : Organisation spatiale des astrocytes. (A) Reconstruction en trois dimensions d’images confocales
d’astrocytes adjacents marqués a l'Alexa 568 (en rouge) ou a lI'Alexa 488 (en vert). Les territoires astrocytaires
sont distincts avec moins de 5% de recouvrement entre 2 astrocytes voisins (zones en jaune). D’ aprés Bushong et
al., 2002. (B) Représentation schématique des ilots synaptiques. Un méme neurone est contacté par plusieurs
astrocytes (a gauche) et un méme astrocyte contacte plusieurs dendrites de différents neurones (a droite). D apres
Halassa et al., 2007

Malgré cette indépendance au niveau spatial, les astrocytes peuvent étre regroupés en territoires
fonctionnels, dont I’activation peut dépendre du type ou de la provenance du stimulus (Schipke
et al., 2008; Perea et al., 2009). Au niveau du cortex visuel par exemple, il a ét¢ montré que les
astrocytes sont regroupés en territoires (i.e. plusieurs astrocytes voisins) qui répondent de fagon
sélective par un signal calcique a des stimuli visuels d'orientations distinctes (figure 23)
(Schummers et al., 2008; Fellin, 2009).

Figure 23 - Les astrocytes sont organisés en territoires fonctionnels in vivo. Représentation schématique
de [’organisation des astrocytes en sous-groupes fonctionnels, en fonction de leur réponse calcique.
Chaque forme délimitée par un trait noir représente un territoire astrocytaire individuel. Les astrocytes
sont activés de maniére spécifique lors de stimulations visuelles avec des orientations différentes.
(panneau de gauche ou du milieu représentant les augmentations de calcium au sein des astrocytes). Le
panneau de droite représente la superposition des deux territoires fonctionnels distincts. D apres Fellin,
2009.

Ainsi, les astrocytes présentent différents niveaux d’organisation qui leur permettent de réguler
I’activité neuronale de manicre sélective. L’organisation de plusieurs synapses en ilots
fonctionnels confere un premier niveau de régulation, dont la spécificité est majorée par le faible
degré de recouvrement entre les astrocytes. En parallele, ces ilots synaptiques pourraient eux-
mémes étre regroupés en territoires fonctionnels, différemment mis en ceuvre en fonction du

stimulus. Enfin, le syncytium astrocytaire représente un troisieme niveau de régulation qui
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permet, dans certaines conditions, d'accéder a une communication, et probablement a une

régulation a distance.

1V.2.3 Le calcium : élément clé de 1’excitabilité astrocytaire

La vision des astrocytes comme étant des cellules « passives » est aujourd’hui obsoléte. En effet,
grace aux travaux d’Ann Cornell-Bell et Steve Finkbeiner en 1990, nous savons que les
astrocytes sont dotés d’une excitabilité, reposant sur des variations intracellulaires de calcium
(Cornell-Bell et al., 1990). La signalisation calcique astrocytaire est au centre de nombreuses

fonctions que nous décrirons par la suite.

1V.2.2. a: Les acteurs de la signalisation calcique.

L’ion calcium (Ca*") intervient comme messager secondaire dans toute cellule eucaryote ot il est
impliqué dans un large panel de fonctions. Au niveau neuronal, le Ca** est impliqué dans
I’émission et la régulation du potentiel d’action, dans la libération de neurotransmetteurs, dans
les phénomenes de plasticité synaptique ou encore dans 1I’expression de certains genes (Berridge,
1997). L’intervention du Ca®" en tant que messager repose sur ses variations de concentrations
intracellulaires, régulées grace a de nombreux acteurs impliqués notamment dans sa libération ou
son extrusion. La diversité de ces acteurs géneére un codage spatio-temporel complexe et précis
(Berridge et al., 2003). De maniere générale, les cellules gliales comme les neurones, ont acces a
deux sources de calcium. Une source extracellulaire, ot I'entrée de Ca’" est permise par des
canaux calciques dépendant du voltage (Ca,), des récepteurs ionotropiques couplés a une
conductance calcique et des canaux activés par la déplétion des stocks internes (figure 24). Une
seconde source se trouve au niveau intracellulaire, au sein du réticulum endoplasmique (RE). La
libération de calcium résulte alors de I’activation de deux types de récepteurs : les récepteurs
activés par I'IP; et les récepteurs de la ryanodine (RyR) (figure 24) (Verkhratsky and
Kettenmann, 1996; Berridge, 1997; Berridge et al., 2003; Verkhratsky et al., 2011a). Ces deux
familles de récepteurs sont sensibles au calcium et sont sujettes au phénomene de CICR (pour
« Ca® Induced Ca*" Release »). En effet, les récepteurs de I'IP; et de la ryanodine sont activés
par le calcium qui exerce alors un rétrocontrdle positif sur leur activation. Cette activation se fait
de maniére biphasique : lorsque les stocks internes sont mobilisés, la libération de Ca*" est
majorée via le phénomeéne de CICR. Cependant, lorsque la concentration en calcium dépasse un
certain seuil, I’effet du Ca>" devient négatif et inhibe les récepteurs de I’IP; et/ou de la ryanodine.
En parall¢le, la sensibilité du calcium pour son récepteur peut étre régulée (par I’IP; lui-méme
pour les récepteurs de 1’IP; et par I’adénosine di-phosphate ribose cyclique (ADPRc) pour les
RyR) (Berridge, 1997; Berridge et al., 2003). Lors du déclenchement de signaux Ca’’, la
concentration intracellulaire de Ca>" peut passer de 30-40 nM a 200-800 nM. De trop grandes
concentrations ¢tant néfastes pour la cellule, il existe des systemes tampons et différents moyens
d’extrusion pour réguler les concentrations de cet ion. Ainsi, le Ca*" est extrudé dans le
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compartiment extracellulaire par 1’action de pompes calciques ou par ’action d’échangeurs
Na/Ca*". Au niveau du RE, ce sont principalement des pompes de type SERCA (pour
« Sarcoplasmic Reticulum Ca** ATPases ») qui permettent la recapture du Ca®" (figure 24)
(Verkhratsky and Kettenmann, 1996; Verkhratsky et al., 1998; Berridge et al., 2003).

2+
Ca” entry Ca’” entry

Depolarization
lonotropic agonists

) X D
Ca* release Ca 2n’:!l'easaq-
Ca’ entry

Metabotropic agonists

Figure 24 : Représentation schématique des principales voies de la signalisation calcigue au niveau des
astrocytes. Le schéma central représente les différentes sources de calcium (retrouvées au niveau extracellulaire
ou intracellulaire, dans le reticulum endoplasmique). La mobilisation des contenus extracellulaires fait appel aux
canaux calciques dépendants du voltage (VGCC) et aux récepteurs ionotropiques. A [l'inverse, le calcium
intracytoplasmique est extrudé a l'extérieur de la cellule via des pompes ou des échangeurs. Concernant les
stocks internes, la libération de calcium est sous-tendue par [’activation des récepteurs de la ryanodine ou de
I’IP;. Le remplissage au niveau du reticulum se fait ensuite via la pompe SERCA. Les augmentations de calcium
intracellulaires sont amplifiées par le phénoméne de CICR. Les signaux calciques représentés sur les cotés
montrent un exemple d’hétérogénéité de profil en fonction du type de voie activée. D’aprés Verkhratsky &
Kettenmann, 1996.

1V.2.2. b: Codage spatio-temporel de la signalisation calcique astrocytaire.

Les astrocytes ont acces a toute la machinerie décrite ci-dessus pour déclencher et réguler des
éveénements calciques et présentent une signalisation calcique variée en terme de codage spatial
et temporel (Verkhratsky et al., 2011a). La premicre étude concernant I’excitabilité calcique des
astrocytes a été menée en culture, et a montré que les astrocytes peuvent émettre un signal

calcique suite a ’application de glutamate (Cornell-Bell et al., 1990). Depuis, cette particularité
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est largement reconnue in vivo et on sait que le GABA, ’acétylcholine, 1’histamine, 1’adénosine,
I’endothéline, les endocannabinoides ou encore I’ATP, sont également responsables de
I’induction d’un signal calcique dans ces cellules (Verkhratsky and Kettenmann, 1996). D’autre
part, les augmentations de calcium intracellulaires peuvent également avoir lieu de fagon

spontanée (nous reviendrons sur ce type d’activité par la suite).

La diversité des fonctions dépendantes du calcium est codée par différentes typologies de
signaux calciques, qui peuvent étre régionalisées au sein de la cellule. En effet, le profil du signal
calcique varie en fonction du type de stimulus. Les signaux peuvent se présenter sous forme de
pics, de plateaux ou d’oscillations, codés en amplitude et en fréquence (figure 24) (Verkhratsky
et al., 1998; Perea and Araque, 2005). De plus, lors d’activités spontanées ou évoquées, les
augmentations de calcium peuvent étre restreintes au niveau de certains domaines sub-cellulaires
(Araque et al., 2002; Panatier et al., 2011). Cela suggere I’existence de sous-domaines cellulaires
fonctionnels. Cette caractéristique confére aux astrocytes, la capacité d’étre activés de fagon
spécifique et régionalisée. Au niveau de I’hippocampe par exemple, un méme astrocyte peut étre
activé par 1’acétylcholine provenant des fibres de I’alveus ou par le glutamate provenant des
collatérales de Schaeffer. Cependant, le glutamate, également libéré par les fibres de 1’alveus,
n’induit pas de signal calcique et est directement recapté par I’astrocyte. Ainsi, les astrocytes
sont capables de répondre de manicre sélective a différents types de neurotransmetteurs et de
discriminer deux afférences utilisant le méme neurotransmetteur (Perea and Araque, 2005; Perea
et al., 2009).

Les signalisations calciques astrocytaire et neuronale présentent des caractéristiques différentes.
Tout d’abord, les augmentations intracellulaires de calcium dans les astrocytes résultent
principalement de 1’activation des récepteurs de 1’IP;, menant & une mobilisation des stocks
internes. Concernant les neurones, les sources extracellulaires et intracellulaires sont impliquées
de manicre équivalente (Carmignoto, 2000; Agulhon et al., 2008). Les signaux calciques
astrocytaires présentent une plus grande amplitude et une durée plus longue par rapport aux
signaux neuronaux (Volterra and Meldolesi, 2005). Enfin, les informations calciques sont codées
différemment dans les deux types cellulaires. L’activit¢ neuronale serait préférentiellement
régulée par la fréquence et non par I’amplitude des oscillations calciques astrocytaires. En effet,
une augmentation de I’activité neuronale s’accompagne d’une augmentation de la fréquence des
oscillations calciques au sein de I’astrocyte (Pasti et al., 1997; Carmignoto, 2000). A I'inverse,
lorsqu’un astrocyte est activé par différents neurotransmetteurs, 1’amplitude globale du signal ne
correspond pas a la somme des amplitudes des différents signaux, ce qui sous-entend que
I’activité calcique astrocytaire n’est pas modulée de maniére linéaire par 1’activité neuronale
(Perea et al., 2009).
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1V.2.2. c: Activités calciques spontanées.

L’une des particularités de la signalisation calcique astrocytaire est liée au fait que ces
augmentations de calcium intracellulaires peuvent avoir lieu de fagon spontanée (i.e.
indépendamment de toute activité neuronale). La premiere étude concernant les activités
calciques spontanées a été réalisée en tranches, dans le thalamus ou il a été montré que ces
activités ¢taient dépendantes d'une libération des stocks internes et responsables d’une activation
neuronale via 1’activation des récepteurs NMDA (Parri et al.,, 2001). Depuis, ces activités
calciques ont été décrites dans de nombreuses structures comme le cortex, I’hippocampe, le
striatum, 1’hypothalamus ou encore la moelle épinieére (Aguado et al., 2002). Elles sont
¢galement retrouvées in vivo, ou elles présentent des propriétés similaires en termes d’amplitude,
de fréquence et de profils (oscillations, pics ou plateaux) (Hirase et al., 2004). Ces activités
calciques spontanées résultent principalement de la libération de calcium du RE, suite a
I’activation des récepteurs de 1’IP3 (Parri and Crunelli, 2003; Wang et al., 2006; Kawamura and
Kawamura, 2011). Au sein des astrocytes, les augmentations spontanées de calcium peuvent
avoir différentes conséquences. Elles peuvent par exemple induire des libérations de glutamate
comme cela a été montré au niveau de 1’hippocampe. Cette libération « spontanée » de glutamate
augmenterait la probabilité de libération des neurotransmetteurs (en activant les récepteurs
mGluR1 situés au niveau pré-synaptique) (Bonansco et al., 2011). Les activités calciques
spontanées peuvent également étre impliquées dans la synchronisation de 1’activité neuronale.
Au niveau du néocortex, le potentiel des neurones peut étre dans un état dépolarisé (état « up »)
ou plus polarisé (« down »). Les états « up » seraient impliqués dans divers phénomenes comme
le sommeil, I’attention ou la mémoire. Grace a leurs activités spontanées, les astrocytes seraient
impliqués, au niveau du cortex somatosensoriel, dans la synchronisation des neurones dans cet

état « up », participant ainsi aux fonctions décrites ci-dessus (Poskanzer and Yuste, 2011).

L’une des caractéristiques importantes de ces oscillations spontanées, est qu'elles peuvent
survenir de maniere synchrone entre les astrocytes (Aguado et al., 2002; Hirase et al., 2004).
Plus précisément, une étude réalisée sur une large population d’astrocytes et durant une longue
période (156 + 69 cellules durant 60 minutes), a montré que les astrocytes sont regroupés en
« clusters » au sein desquels les activités calciques sont synchrones. La régulation de cette
synchronie pourrait étre dépendante de 1’activité neuronale (Aguado et al., 2002) ou
d’interactions inter-astrocytaires (Sasaki et al., 2011). Ces phénomenes de synchronisation en
réseaux permettraient de moduler 1’excitabilité neuronale de facon régionalisée et constitue un
mode de communication inter-astrocytaire plus probable que la propagation de vagues calciques
exhaustives (Sasaki et al., 2011).

En conclusion, I’excitabilité calcique des astrocytes leur permet d’étre « a I’écoute » de 1’activité

neuronale environnante. D’autre part, de par leur organisation spatiale particulicere et grace a la
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régionalisation de leur signalisation calcique, les astrocytes peuvent étre activés de fagon

spécifique.

1V.2.4. Diversité des fonctions astrocytaires chez I’adulte

A T’heure actuelle, I’'importance et la diversité des fonctions astrocytaires sont largement
reconnues. Globalement, ces cellules interviennent a trois niveaux : 1): au niveau du maintien de
I’équilibre énergétique, ionique et hydrique, 2): dans la régulation de la concentration en
neurotransmetteurs dans l'espace synaptique et extrasynaptique et 3): dans la libération de
gliotransmetteurs. Nous allons a présent décrire certaines de ces fonctions astrocytaires. Le role
des astrocytes dans la transmission synaptique sera détaillé de maniere plus précise dans le

chapitre concernant la synapse tripartite (§ 1V.3).

1V.2.4. a: Maintien du métabolisme énergétique et de [’homéostasie ionique.

Bien que représentant seulement 2% du poids du corps humain, le cerveau consomme environ
20% du glucose et de I’oxygene, qu’il puise dans la circulation sanguine. Le glucose traverse la
barriere hémato-encéphalique par le biais de transporteurs du glucose (GLUT) exprimés par les
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. Une fois dans 1’espace extra-cellulaire, il est
recapté par les neurones et les astrocytes, exprimant tous deux des transporteurs GLUT. Les
neurones consomment 90% de 1’énergie mais la recapture du glucose est équivalente dans les
deux types cellulaires. Les astrocytes servent ensuite de « support métabolique » aux neurones
via le cycle du lactate. Apres recapture du glucose, celui-ci est transformé en pyruvate puis en
lactate, grace a la glycolyse. Le lactate est alors transféré dans 1’élément neuronal, ou il entrera
dans le cycle tricarboxylique afin de fournir de I’ATP, principal substrat énergétique impliqué

dans les fonctions neuronales (figure 25) (Tsacopoulos and Magistretti, 1996; Pellerin, 2010).

Lors d’une activité neuronale, les besoins énergétiques sont augmentés, résultant en une
augmentation du débit sanguin cérébral. Ce phénomene de couplage entre 1’activité neuronale et
le flux sanguin est qualifi¢ d’hyperhémie fonctionnelle et est controlé par les astrocytes. Les
astrocytes sont en effet en contact avec les vaisseaux sanguins, au niveau de structures
particulieres : les pieds astrocytaires (ou périvasculaires). Au niveau de leurs pieds astrocytaires,
ces cellules sont capables de libérer des substances vasoactives, controlant ainsi le débit sanguin
cérébral de manicre locale (Zonta et al., 2003; Magistretti, 2006; Petzold and Murthy, 2011).
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Figure 25: Les astrocytes sont un soutien énergétique pour les neurones. Représentation schématique de la
recapture du glucose et de la glycolyse dans les astrocytes et les neurones. Le glucose est transporté dans le
milieu intracellulaire grdce aux transporteurs GLUT3 dans les neurones et GLUTI dans les astrocytes. Le
glucose entre alors dans le cycle de la glycolyse. Au niveau de [’astrocyte la glycolyse permet de libérer du
lactate dans le milieu extracellulaire (via I’action des transporteurs MCTI et 4). Le lactate est recapté par le
neurone via [’action des transporteurs MCTZ2. Celui-ci est transformé en pyruvate via l’action de la LDHI et
sert alors de substrat énergétigue au neurone. MCT : monocarboxylate transporter, LDH : lactate
dehydrogenase. D apres Pellerin 2010.

Outre la régulation du métabolisme énergétique, les astrocytes sont impliqués dans le maintien
de I’homéostasie ionique, grace a I’expression de différents transporteurs et canaux ioniques
[pour revue voir (Simard and Nedergaard, 2004)]. Le controle de la concentration ionique
extracellulaire est primordial car toute modification affecte les propriétés membranaires et donc
I’excitabilité des cellules. Le potassium est particuliérement concerné car sa concentration
extracellulaire peut doubler localement lors d’une transmission synaptique. Les astrocytes sont
capables de réguler cette concentration selon deux mécanismes. Le premier est qualifié¢ de
« transient storage » et consiste en un stockage transitoire en attendant la diminution de la
concentration potassique extracellulaire. Lorsque ce mécanisme est saturé, le « spatial
buffering » intervient a son tour. Il consiste en la recapture du potassium puis en sa diffusion
dans tout le réseau astrocytaire, via les jonctions de type gap décrites précédemment. La
recapture du potassium & proprement parler, peut se faire via une pompe Na'/K' ou via une

diffusion passive par des canaux ioniques (Walz, 2000).

Lors d’une transmission de potentiel d'action, la recapture du potassium extracellulaire
s’accompagne d’une augmentation du volume d’eau dans les astrocytes. Par ailleurs, la recapture
de I’eau au niveau de la synapse permettrait de diminuer le volume de la fente synaptique,
concentrant ainsi les neurotransmetteurs libérés [pour revue voir (Amiry-Moghaddam and
Ottersen, 2003; Simard and Nedergaard, 2004)]. Pour cela, les astrocytes expriment, au niveau

de leurs prolongements, des canaux perméables a I’eau : les aquaporines 4. Une fois recaptée,
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I’eau est redistribuée dans tout le réseau astrocytaire. D’autre part, la régulation de ’homéostasie
de I’eau est un paramétre important dans la régulation de 1’osmolarité. Les astrocytes régulent
alors les échanges d’eau entre le sang et le parenchyme cérébral. Pour cela, les pieds
astrocytaires expriment également les aquaporines 4. Enfin, les astrocytes libérent et expriment
des récepteurs aux neuropeptides (comme 1’atriopeptine, I’angiotensinogene ou la vasopressine),
impliqués le contrdle de ’homéostasie de 1’eau [pour revue voir (Simard and Nedergaard, 2004;
Benfenati and Ferroni, 2009)].

1V.2.4. b: Recapture des neurotransmetteurs.

L’expression de transporteurs de différents neurotransmetteurs permet aux astrocytes de réguler
la concentration en neurotransmetteurs dans la fente synaptique. Ce phénomeéne permet, non
seulement, de maintenir ’homéostasie des neurotransmetteurs, mais également de réguler leur
action dans la fente synaptique.

Les transporteurs du glutamate existent sous cinq formes différentes, dont la nomenclature
differe selon les especes. Chez ’homme, on distingue les EAAT 1 a 5 (pour « Excitatory Amino
Acid Transporter » 1 a 5). Chez le rat, EAAT 1, 2 et 3 sont équivalents 8 GLAST, GLT-1 et
EAACI respectivement (Verkhratsky and Butt, 2007). Les transporteurs EAAT 1 et 2 (GLAST
et GLT-1) sont exprimés par les astrocytes (GLAST étant retrouvé au niveau neuronal et
astrocytaire contrairement a GLT-1, spécifique de astrocytes). La recapture du glutamate utilise
la force motrice des gradients électrochimiques du sodium et du potassium. En effet, ’entrée
d’une molécule de glutamate est couplée a celle de trois ions Na" et un H', et a la sortie d’un ion
K" (Huang and Bergles, 2004; Eulenburg and Gomeza, 2010). Cette recapture permet de lutter
contre les phénomenes d’excitotoxicité liés a ce neurotransmetteur. Une fois recapté, le
glutamate est transformé en glutamine dans l'espace cytoplasmique de 1'astrocyte. La glutamine
est alors libérée dans D’espace extracellulaire, avant d’étre transportée dans I’élément pré-
synaptique neuronal, ou elle sera a nouveau convertie en glutamate (figure 26) (Tsacopoulos and
Magistretti, 1996).
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Figure 26 - Les astrocytes sont impliqués dans le couplage métabolique et participent a [’extrusion du glutamate
de la fente synaptique. Représentation schématique de la glycolyse et du cycle glutamate/glutamine dans les
astrocytes. La recapture du glutamate permet d’en diminuer la concentration dans la fente synaptique. Le
glutamate entre dans le cycle glutamate/glutamine, puis la glutamine est recaptée dans 1’élément neuronal afin
de renouveler le stock de glutamate. D aprés Tsacopoulos and Magistretti, 1996.

Les transporteurs du GABA sont également exprimés par les astrocytes, mais il ne semble pas
exister de spécificité neuronale ou astrocytaire. Il existe quatre types de transporteurs du GABA,
connus chez le rat sous le nom de GAT-1 (pour « GABA transporter 1 »), GAT-2 et 3 et BGT-1
(pour « Bétaine/GABA transporter ») (Schousboe, 2003; Eulenburg and Gomeza, 2010). Le
transport du GABA est couplé a celui des ions Na" et CI', avec une steechiométrie de deux ions
Na' et un ion CI entrant, par molécule de GABA. Cependant, I’ion CI" permettrait seulement

d’augmenter le transport, sans étre pour autant indispensable (Eulenburg and Gomeza, 2010).

Enfin, les astrocytes exprimeraient également d’autres transporteurs des neurotransmetteurs,
comme les transporteurs de la glycine, ou encore des monoamines (dopamine, norépinephrine et

sérotonine) (Eulenburg and Gomeza). Mais peu de données existent a ce sujet.

1V.2.4.c : Libération de gliotransmetteurs.

L’une des découvertes les plus récentes concernant les astrocytes est leur aptitude a libérer des
gliotransmetteurs, capables de moduler I’excitabilité neuronale ou la transmission synaptique. Le
premier gliotransmetteur mis en évidence a été le glutamate (Parpura et al., 1994), puis d'autres
comme I’ATP (Wang et al., 2000) et la D-sérine (Mothet et al., 2000) ont suivi. Il a été plus
récemment montré que les astrocytes sont également capables de libérer du GABA (Angulo et
al., 2008; Heja et al., 2009; Lee et al., 2010) ou des neuropeptides.

Dans le domaine de la gliotransmission, le mécanisme de libération reste encore soumis a

polémique. En effet, certaines études font état d’une exocytose, alors que d’autres mettent en
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avant des mécanismes non vésiculaires. La libération vésiculaire (ou exocytose) est la principale
voie de libération des neurotransmetteurs par les neurones. Cette voie est dépendante du calcium
et fait intervenir toute une machinerie protéique particulicre. En effet, elle requiert 1’intervention
de molécules responsables du remplissage des vésicules, de son arrimage avec la membrane
plasmique puis de la fusion des deux membranes. Au niveau de la membrane vésiculaire, ce sont
les protéines synaptotagmine I et synaptobrevine (ou VAMP2 pour « vesicule-associated protein
2 »). Sur la membrane plasmique, on trouve la syntaxine et SNAP 25 (synaptosome-associated
protéine). Ces protéines interagissent pour former le complexe SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor associated protein receptor) qui permettrait d’ancrer les vésicules
synaptiques a la membrane pour les mener a la fusion (figure 27A) (Sutton et al., 1998). 1l est
aujourd’hui admis que les astrocytes expriment certaines protéines impliquées dans 1’exocytose,
comme les protéines du complexe SNARE ou encore la synaptotagmine I (figure 27A) (Bezzi et
al., 2004; Volterra and Meldolesi, 2005; Halassa et al., 2009; Hamilton and Attwell, 2010).

Pour conforter ’hypotheése de 1’exocytose, il a été montré que les astrocytes expriment la
protéine VGLUT (vesicular glutamate transporter ) ou VNUT (vesicular nucleotide transporter),
permettant de remplir les vésicules en glutamate et en ATP (Bezzi et al., 2004; Volterra and
Meldolesi, 2005; Halassa et al., 2009; Hamilton and Attwell, 2010; Verkhratsky et al., 2011b)
respectivement. Les études confirmant ’hypothese d’une libération vésiculaire sont diverses et
ont montré I’implication du complexe SNARE ou du calcium dans la libération de
gliotransmetteurs. Cependant ces études concernent essentiellement le glutamate, I’ATP et la D-
Sérine (Araque et al., 2000; Pascual et al., 2005; Panatier et al.; Verkhratsky et al., 2011a).

A Dinverse, certaines études ont montré que le calcium n’était pas impliqué dans la
gliotransmission (Fiacco et al., 2007; Agulhon et al., 2010). Todd A. Fiacco et collaborateurs en
2007, ont en effet montré que I’induction d’un signal calcique dans un astrocyte ne provoquait
pas de gliotransmission. L’induction d’un signal calcique de manicre spécifique dans ces cellules
a ¢été réalisée grace a [l’utilisation de souris transgéniques, exprimant un récepteur
métabotropique (MrgAl), sous le promoteur de la GFAP. Dans cette étude, les auteurs montrent
que I’induction d’un signal calcique (via la stimulation des récepteurs MrgA1l) ne modifie pas
’activité synaptique, ce qui sous-entend qu’aucune gliotransmission n’a ét¢ induite. La libération
de gliotransmetteurs pourrait alors résulter de mécanismes non vésiculaires (Fiacco et al., 2007).
Les mécanismes de libération non vésiculaires pourraient étre de différents types (figure 27B) et
faire appel a:1) I'implication des transporteurs qui fonctionneraient de fagon inversée
(Anderson and Swanson, 2000; Hamilton and Attwell, 2010), 2) la libération via les hémicanaux
(Ye et al., 2003; Hamilton and Attwell, 2010), 3) la diffusion via les récepteurs ionotropiques de
I’ATP (de type P2X5) (Fellin et al., 2006; Hamilton and Attwell, 2010), 4) la libération d’acides
aminés comme le glutamate ou la taurine via les canaux anioniques activés par des modification
du volume (Kimelberg et al., 2006; Hamilton and Attwell, 2010).
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Figure 27 : Les astrocytes peuvent libérer des gliotransmetteurs par des mécanismes vésiculaires ou non
vésiculaires. A. Représentation schématique de l’exocytose neuronale (a gauche) et astrocytaire (a droite). Les
astrocytes possédent les protéines impliquées dans [’exocytose, capables de former le complexe SNARE. B.
Représentation schématique des mécanismes non vésiculaires de gliotransmission. La libération de
gliotransmetteur peut faire intervenir les transporteurs au glutamate (EAAT), les canaux activés par des
modifications de volume (VRAC), les récepteurs ionotropiques de I’ATP (P2X;), ou les hemicanaux. D apres
Hamilton and Attwell, 2010.

En conclusion, grice a leur organisation spatiale particuliere et leurs différentes fonctions, les
astrocytes interviennent a différents niveaux dans le soutien et la régulation de l'activité
neuronale. Comme nous allons le voir a présent, cette régulation a pris tout son sens lorsqu'on a
mis en évidence une proximité physique entre les prolongements astrocytaires et les éléments

pré-et post-synaptiques neuronaux.

1V.3. La synapse tripartite

Le terme de synapse tripartite a été introduit dans les années 1990 et représente un concept
nouveau de la physiologie de la synapse (figure 28) (Araque et al., 1999). Comme nous 1’avons
décrit précédemment, ce terme refléte 1’étroite interaction entre un prolongement astrocytaire et
les éléments pré- et post-synaptiques. Grace a cette organisation, les astrocytes sont au premier

rang lors d’une transmission synaptique et ils établissent une communication bidirectionnelle
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avec les neurones. Les roles des astrocytes au sein de la synapse tripartite sont divers : 1) ils
régulent les homéostasies ionique, métabolique, hydrique et en neurotransmetteur, nécessaires au
bon fonctionnement neuronal, 2) ils régulent la fonction des neurotransmetteurs en contrdlant
leur concentration dans la fente synaptique et 3) ils libérent des gliotransmetteurs capables de

moduler la transmission synaptique.

(b)

K channels

\m K* buffering
&

aelutamate uptake
and recycling

Co
Glutamate
transporters
Post
24 Astrocyte
Metabotropic ”CE{\]_i

glutamate Gliotransmitter
receptors release

Figure 28: Les prolongements astrocytaires sont le troisieme constituant de la synapse
tripartite. Représentations d’une synapse tripartite obtenue en microscopie électronique
(a) et schématisée (b). Le prolongement astrocytaire (en vert) enrobe la synapse. Du
point de vue fonctionnel, I’astrocyte régule les homéostasies ionique et du glutamate via
la recapture du potassium et du glutamate respectivement. La libération de
neurotransmetteurs active les récepteurs de [’astrocyte et induit un signal calcique. Le
signal calcique peut alors conduire a une libération de gliotransmetteurs. D aprés
halassa et al., 2007a.

IV.3.1. Recouvrement astrocytaire : un phénoméne dynamique

Dans le systéme nerveux central, toutes les synapses ne sont pas tripartites [au niveau de
I’hippocampe par exemple, 57% des synapses sont en contact avec un astrocyte (Ventura and
Harris, 1999)]. De mani¢re intéressante il a ¢été montré que les astrocytes enrobent
préférentiellement les synapses actives (Hirrlinger et al., 2004). Cependant, 1’enrobage
astrocytaire étant un phénomene dynamique, cela permet d’adapter le recouvrement en fonction
de I’activité synaptique. Ainsi, les astrocytes peuvent envelopper des synapses qui n’étaient pas
tripartites lorsque les conditions le requiérent, comme par exemple au niveau de I’hippocampe,
ou I’induction d’une potentialisation a long terme (LTP) s’accompagne d’une augmentation de la
couverture synaptique (Wenzel et al., 1991). Le remaniement du recouvrement astrocytaire peut-
étre un phénoméne rapide comme cela a été montré au niveau de I’hippocampe ou des
expériences de microscopie confocale en temps réel ont révélé un rapide remodelage des

synapses tripartites, avec des extensions ou des rétractions de prolongements astrocytaires qui se
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produisaient dans des temps de l'ordre de la minute (Haber et al., 2006a). Par ailleurs, le
recouvrement astrocytaire peut-&tre un phénomeéne transitoire, comme au niveau du noyau
supraoptique de I’hypothalamus, ou la couverture astrocytaire est modifiée durant la lactation,
permettant d’optimiser la transmission glutamatergique durant cette période (Oliet et al., 2006).
La dynamique du recouvrement a également été décrite in vivo: au niveau du cortex
somatosensoriel, la stimulation des vibrisses du rat entralne une augmentation de la couverture
astrocytaire au niveau du «tonneau » correspondant (Genoud et al., 2006). De méme, une
stimulation visuelle est a I’origine d’une augmentation de la surface de contact entre neurones et

astrocytes au niveau du cortex visuel (Jones et al., 1996).

Enfin, le recouvrement astrocytaire peut-étre augmenté lors de certaines pathologies, afin de
compenser certaines perturbations de la transmission ou de limiter I’excitotoxicité (Villalba and
Smith, 2011). Ce phénomene a notamment été décrit dans la maladie de Parkinson et nous y

reviendrons par la suite.

1V.3.2. Gliotransmission et régulation de 1’activité neuronale

La libération de gliotransmetteurs peut moduler 1’excitabilité neuronale ou réguler la libération
de neurotransmetteurs, en agissant au niveau pré- ou post-synaptique. Ainsi, les astrocytes
interviennent de facon active dans divers aspects de D’activité neuronale et peuvent étre

impliqués dans des phénomenes de plasticités synaptiques.

La libération de glutamate peut, par exemple, moduler I’excitabilité neuronale en dépolarisant la
membrane post-synaptique (figure 29A). En effet, plusieurs études ont montré que la libération
de ce gliotransmetteur induisait un courant entrant dans 1’élément post-synaptique, via
I’activation des récepteurs NMDA (Angulo et al., 2004; Fellin et al., 2004; Perea et al., 2009).
Par ailleurs, ce courant entrant peut étre retrouvé au niveau de plusieurs neurones de fagon
simultanée, ce qui sous-entend que les astrocytes sont capables de synchroniser 1’activité¢ de
plusieurs neurones (Angulo et al., 2004; Fellin et al., 2004). La libération du glutamate peut
¢galement moduler la libération de neurotransmetteurs, en agissant au niveau pré-synaptique
(figure 29B). Au niveau des synapses glutamatergiques de 1’hippocampe par exemple, la
libération de glutamate par les astrocytes active les récepteurs métabotropiques mGluR1 pré-
synaptiques. Cette activation augmente la libération de glutamate neuronale et se traduit par une
augmentation de la fréquence des courants excitateurs post-synaptiques spontanés (SEPSC) et
évoqués (eEPSC) (Fiacco and McCarthy, 2004; Perea and Araque, 2007). De la méme facon, la
libération de glutamate par les astrocytes peut augmenter la libération de GABA via ’activation
des récepteurs AMPA et NMDA situés au niveau pré-synaptique des synapses GABAergiques
de I’hippocampe (Kang et al., 1998). La libération du glutamate peut avoir I’effet inverse et

diminuer la probabilit¢ de libération de neurotransmetteurs, en activant les récepteurs
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métabotropiques pré-synaptiques du goupe II et III (Liu et al., 2004). Enfin, la libération de
glutamate peut étre impliquée dans des phénomeénes de plasticité synaptique. Au niveau de
I’hippocampe, la libération de glutamate par les astrocytes peut, en effet, induire une
potentialisation a long terme (LTP), lorsque celle-ci se fait en méme temps qu’une dépolarisation
post-synaptique. La coincidence de I’activation des astrocytes et de la dépolarisation post-
synaptique est alors permise par 1’acétylcholine provenant des collatérales de Schaeffer
(Navarrete et al., 2012).

En ce qui concerne I’ATP, les effets de ce gliotransmetteur sont complexes. Lorsqu’il est libéré
par les astrocytes, ’ATP peut activer les récepteurs purinergiques métabotropiques (P,Y) ou
ionotropiques (P,X) (Fields and Burnstock, 2006). Cette activation peut moduler la transmission
synaptique, comme au niveau de I"’hypothalamus ou I’activation des récepteurs P2X7, situés au
niveau post-synaptique des synapses glutamatergiques, augmente la libération de glutamate
(Gordon et al., 2005). Cependant, comme nous 1’avons décrit dans le § 1.3.4, ’ATP
extracellulaire est trés rapidement dégradé en adénosine et active alors les récepteurs de type A,
ou A, (Halassa et al., 2009; Boison et al., 2010). L’adénosine est notamment impliquée dans les
phénomenes de dépression hétéro-synaptique. Prenons I’exemple de I’hippocampe : lors d’une
activation des collatérales de Schaeffer, le glutamate libéré active les neurones GABAergiques
de I’hippocampe. La libération de GABA qui en résulte permet d’activer les astrocytes, qui
répondent par une libération d’ATP. Celui-ci est dégradé en adénosine, qui, via 1’activation des
récepteurs de type A; sur les collatérales de Schaeffer, pourra inhiber la libération de glutamate
(figure 29C) (Pascual et al., 2005; Serrano et al., 2006).

La libération de D-sérine (synthétisée par la sérine racémase au niveau des astrocytes) occupe
une place importante dans les phénomeénes de gliotransmission. L’activation des récepteurs
NMDA nécessite la liaison du glutamate, mais également celle d’un co-agoniste tel que la
glycine ou la D-sérine (Wolosker, 2007). Dans certaines régions cérébrales, il semble que la D-
sérine soit le co-agoniste principal des récepteurs NMDA. En effet, au niveau de 1’hippocampe
ou de I’hypothalamus, la dégradation de la D-sérine entraine une diminution des courants médiés
par les récepteurs NMDA. Ainsi, la libération de la D-sérine permettrait ’activation des
récepteurs NMDA dans certaines régions (Mothet et al., 2000; Panatier et al., 2006; Oliet et al.,
2008; Oliet and Mothet, 2009). Les récepteurs NMDA ¢étant impliqués dans la plasticité
synaptique, cela suggere que les astrocytes, via la libération de D-sérine, pourraient intervenir
dans ces phénomenes. (figure 29D) (Oliet and Mothet, 2009). En effet, plusieurs études ont mis
en évidence I’implication de la D-sérine astrocytaire dans la plasticité a long terme (LTP). Dans
ces ¢tudes, la diminution du taux de D-sérine ou le blocage de ’activité calcique astrocytaire
empéchent I’induction d’une LTP (Yang et al., 2003; Henneberger et al., 2010). La D-sérine
pourrait également étre impliquée dans des phénoménes de métaplasticité. Nous avons décrit

précédemment la modification du recouvrement astrocytaire au niveau de I’hypothalamus lors
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des phénomenes de lactations. Cette diminution du recouvrement engendre une diminution de la
quantité de D-sérine présente, et donc une modification de I’activité des récepteurs NMDA
(Panatier et al., 20006).
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Figure 29. La gliotransmission module la transmission synaptique de différentes facons. Schéma représentatif
des différentes modulations exercées par des libérations astrocytaires de glutamate, d'ATP et de D-sérine. A. Le
glutamate module [’excitabilité en agissant au niveau post-synaptique. B. En agissant au niveau pré-synaptique,
le glutamate module la libération de neurotransmetteurs. C. Exemple de dépression héhérosynaptique : activé
par le GABA [@’astrocyte libere de I'’ATP qui, transformé en adénosine, pourra diminuer la transmission
glutamatergique de maniere hétérosynaptique. D. La libération de D-sérine par I’astrocyte permet d’activer les
récepteurs NMDA. D apres Hamilton & Attwell, 2010.
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En conclusion, les astrocytes sont capables d’intervenir de fagon active dans la transmission
synaptique et de s’adapter a leur environnement neuronal. Certaines de leurs caractéristiques,
notamment en termes d'organisation spatiale ou d'excitabilité calcique, différent en fonction de la
structure cérébrale observée. En parallele, leur organisation particuliere au sein d’une méme
structure, en territoires fonctionels, leur permet d’interagir avec les neurones de fagon spécifique.
Ces territoires s’organisent de fagon hiérarchique et présentent plusieurs niveaux de spécificités,
depuis les microdomaines, définissant des compartiments sub-cellulaires au niveau d’un méme
astrocyte, jusqu’aux macrodomaines regroupant plusieurs territoires astrocytaires. Enfin, grace a
une dynamique spatio-temporelle de leur organisation, les astrocytes sont capables de s’adapter
aux conditions environnementales, en remaniant sans cesse le degré de recouvrement synaptique

ou leur couplage inter-astrocytaire.

1V.4. Astrocytes et maladie de Parkinson

IV.4.1. Astrocytes et pathologies : généralit€s

L’importance des fonctions occupées par les astrocytes en condition physiologique sous-entend
une implication de ces cellules en conditions pathologiques. En effet, les astrocytes sont
impliqués dans pratiquement toutes les pathologies du SNC, ou ils occupent des fonctions
souvent antagonistes. Ils permettent de lutter contre la pathologie de diverses manicres (en
limitant les phénoménes excitotoxiques, en produisant des facteurs neurotrophiques ou des
agents anti-oxydants). Cependant, a I’inverse, ils participent a I’exacerbation de la pathologie
(via la production d’agents toxiques, l’induction de I’excitotoxicité par réversion des
transporteurs au glutamate...) (Halassa et al., 2007a; Barres, 2008; Chvatal et al., 2008). En
conditions pathologiques, les astrocytes sont sujets a diverses modifications, au niveau de
I’expression de leurs canaux ioniques, transporteurs, récepteurs, au niveau du couplage inter-
astrocytaire ou encore au niveau de leur métabolisme (Seifert et al., 2006). L’une de ces
modifications (qualifiée de gliose réactionelle) consiste en la surexpression de la GFAP et peut
s’accompagner d’une prolifération astrocytaire. Ce phénomene peut avoir des effets bénéfiques,
comme l’augmentation de la recapture du glutamate ou néfastes comme la perturbation de
I’activité neuronale (Wilhelmsson et al., 2006; Barres, 2008; Chvatal et al., 2008; Ortinski et al.).

1V.4.2. Astrocytes et maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson s’accompagne d’une importante activation microgliale et d'une
astrogliose au niveau de la SNc, chez ’homme et dans les modéles animaux de la maladie : chez
le rat traité a la 6-hydroxydopamine (6-OHDA), la souris ou le singe traité au 1-méthyle 4-
phényl 1,2,3,6-tétrahydro pyridine (MPTP) (Chadi and Gomide, 2004; Dervan et al., 2004;
Gomide and Chadi, 2005; Hirsch et al., 2005; Henning et al., 2008; McGeer and McGeer, 2008;

Lu et al., 2011). Une astrogliose a également ét¢ mise en évidence au niveau du NST, du
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striatum, du GPe et de la SNr chez le rat 1ésé a la 6-OHDA (Gomide and Chadi, 2005; Henning
et al., 2008).

Une fois activées, les cellules microgliales libérent différentes agents, aux roles bénéfiques et
déléteres. La production de facteurs neurotrophiques (GDNF, BDNF, MANF pour
« mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor ») ou d’agents anti-oxydants, contribue a
ralentir la progression de la dégénérescence neuronale. A I’inverse, la production d’espéces
réactives de I’oxygene, de cytokines et prostaglandines pro-inflammatoires, exacerbe la maladie
(Vilaet al., 2001; McGeer and McGeer, 2008).

De méme, les astrocytes sont impliqués a la fois dans la protection et dans I’exacerbation de la
pathologie. Il a par exemple été montré que ces cellules sont capables de recapter la protéine a-
synucléine et de la dégrader (Rappold and Tieu, 2010). Cependant, une étude utilisant un mod¢le
de souris transgénique, exprimant I’a-synucléine de fagon spécifique et inductible dans les
astrocytes, a montré que cette protéine perturbait 1’activité astrocytaire et entrainait un
recrutement des cellules microgliales. Les astrocytes de ces souris présentent une diminution de
I’expression des transporteurs du glutamate et de la protéine aquaporine 4 au niveau des pieds
périvasculaires. Ces modifications alterent la recapture du glutamate et la régulation de
I’homéostasie de I’eau. De plus, I’induction de I’expression de 1’a-synucléine dans ces astrocytes
s’accompagne d’une perte neuronale, ce qui suggere un role des astrocytes dans les mécanismes
de dégénérescence neuronale a 'origine de la maladie de Parkinson (Gu et al., 2011). Enfin, chez
la souris traitée au MPTP, une étude a mis en évidence une augmentation du taux de D-sérine et
de sérine racémase dans les astrocytes, qui pourrait étre a 1’origine d’une sur-activation des

récepteurs NMDA et mener a des phénomenes d’excitotoxicité (Lu et al., 2011).

Des modifications du couplage astrocytaire ont été¢ mises en évidence au niveau du striatum. En
effet, chez le rat traité a la roténone, le taux de Cx43 est augmenté, suggérant une augmentation
du couplage. Ce phénoméne pourrait contribuer au maintien de I’homéostasie du K et de I'eau
(en permettant une meilleure distribution du potassium ou de I’eau dans le réseau astrocytaire)
mais pourrait également participer aux phénomenes de synchronisations neuronales
caractéristiques de la MP (§ I11.1.2) (Kawasaki et al., 2009).

Concernant les effets bénéfiques associés aux adaptations astrocytaires, il a ét¢ montré qu’une
Iésion a la 6-OHDA (chez le rat), entrainait une augmentation de la libération de facteur
neurotrophiques comme le FGF2 (fibroblaste growth factor 2), le bFGF (basic fibroblast growth
factor) et la protéine S100B (dont I’activité permet de tamponner les exceés de calcium
intracytoplasmique) (Chadi and Gomide, 2004; Gomide and Chadi, 2005). Enfin, des
modifications de la couverture astrocytaire ont ¢été¢ mises en évidence chez le singe traité au
MPTP, ou le recouvrement des synapses cortico- et thalamo-striatales est augmenté (Villalba and

Smith, 2011). Dans cette structure, la maladie de Parkinson s’accompagne d’une diminution de
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la densité des épines dendritiques des MSNs et d’'une augmentation de 1’activité des synapses
glutamatergiques cortico- et thalamo-striatales. Deés lors, 1’augmentation de la couverture
astrocytaire permettrait de limiter les phénomenes d’excitotoxicité au sein de cette structure et
favoriserait la stringence de la transmission dans les synapses résiduelles (Villalba and Smith,
2011).

Figure 30: Le recouvrement synaptique astrocytaire est augmenté dans le striatum chez le singe traité au
MPTP. Reconstruction en trois dimensions d’une synapse tripartite au niveau du striatum chez un singe
normal (4) ou traité au MPTP (B). La synapse formée par une épine dendritique d'un MSN (sp en orange) et
la terminaison axonale d’une projection corticale (T en violet) est plus enveloppée par le prolongement
astrocytaire (en gris) chez un singe traité au MPTP (B). D'apres Villalba and Smith, 201 1.

L’ensemble de ces informations suggere que les astrocytes sont impliqués dans certains aspects
de la maladie de Parkinson ou ils semblent avoir a la fois des rdles protecteurs et néfastes.
Cependant, le rdle de ces cellules dans cette pathologie n’est pas encore clairement défini et de
nombreuses questions demeurent. Notamment, aucune étude ne fait état de 1'implication des
astrocytes dans les perturbations des activités neuronales retrouvées dans la maladie de

Parkinson.
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Objectifs

Dans la partie précédente, j’ai présenté les GB et les différents noyaux qui les composent, en
m’intéressant tout particulicrement a la SNr. J’ai décrit le r6le de cette structure ainsi que la
nature, 1’organisation et les caractéristiques €lectrophysiologiques de ses neurones. J’ai défini
les différents types de modulations permettant de réguler son activité neuronale ainsi que
I’importance de cette régulation. En parallele, j’ai présenté différentes caractéristiques des
astrocytes et montré que ces cellules sont impliquées dans la régulation de 1’activité

neuronale.

Mon travail de thése se situe a I’interface de ces deux champs d’investigation. En effet, de
nombreuses ¢tudes se sont intéressées aux mécanismes de régulation de 1’activité neuronale
de la SNr et cependant, aucune ne fait état du role des astrocytes dans cette régulation. C’est
dans ce contexte que s’inscrit ce projet, qui vise a caractériser les interactions entre les
neurones et les astrocytes au sein de la structure de sortie des GB et a mettre en évidence un

éventuel role régulateur de ces interactions.

Afin d’étudier certains aspects de la communication entre neurones et astrocytes de la SN,
nous avons mis en ceuvre des techniques d’imagerie calcique et de patch-clamp. Cela nous a
permis d’accéder a la fois aux excitabilités calciques des astrocytes et électriques des
neurones de la SNr. Ces deux approches ont été adaptées a un modele de tranche parasagittale
de cerveau de rat, qui permet de conserver 1’activité des boucles subthalamo-nigrales

excitatrices et pallido-nigrales inhibitrices.

Dans un premier temps, je me suis intéressée aux astrocytes en tant que senseurs de 1’activité
neuronale. Mon objectif était de répondre aux questions suivantes : quelles sont les
caractéristiques des activités calciques de ces cellules? Quels en sont les acteurs ? Comment

évoluent ces activités en cas de modification de l'activité neuronale?

Par la suite, j'ai déterminé de quelle manicre les astrocytes modulent I’activité neuronale de la
SNr. Mon objectif était alors de répondre a deux questions : la recapture astrocytaire joue-t-
elle un rdle dans la régulation de I’activité neuronale de la SNr ? L'excitabilité calcique des

astrocytes est-elle impliquée dans la modulation de cette activité neuronale?
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Matériel et méthodes

J’ai réalisé la majorité de mon travail de theése a 1’Institut des Neurosciences de Grenoble
(Inserm U836), au sein de I’équipe « Dynamique et Physiopathologie des Ganglions de la
Base ». Cependant, j'ai également effectué une partie de ce travail a Paris, au College de
France, au sein de I’unité Inserm U667, en collaboration avec le Dr Laurent Venance. Les
différentes méthodes utilisées durant ma thése seront donc décrites ici en deux parties

distinctes (I et II) qui respectent ces deux volants de mon travail.

I Etude de ’excitabilité calcique des
astrocytes par imagerie calcique
confocale

L.1. Modéle expérimental

1.1.1. Modéle animal

éme

Ce travail est réalisé sur des rats de souche Sprague Dawley (Janvier, France) entre le 17 et
le 20°™ jour post-natal. Le protocole expérimental a fait I’objet d’une validation par le comité
d’éthique de I’Institut des Neurosciences de Grenoble. L’ensemble des expériences a été

réalisé en accord avec la directive Européenne de 1986 (86/609/EEC).

1.1.2. Réalisation des tranches parasagittales de cerveau de rat

L’animal est sacrifié par décapitation. Le cerveau est rapidement extrait de la boite cranienne
et placé dans une solution de liquide cérébro-spinal artificiel faible en calcium et riche en
magnésium, afin de limiter les phénomeénes d’excitotoxicité (ACSF low « Ca®" high Mg”" »)
(NaCl, 126 mM; KClL, 2.5 mM; KH;,PO4, 1.2 mM; CaCl,, 0.5 mM; MgSO,, 7 mM; NaHCOs,
25 mM; glucose, 11 mM). Un apport constant en carbogene (O, 95% / CO, 5%) est assuré
durant toute 1’étape de réalisation des tranches, afin d'oxygéner les tissus et de maintenir le pH
a des valeurs physiologiques. Les deux hémisphéres cérébraux sont séparés et placés dans la
cuve d’un vibratome (Leica Microsysttme VT1200S, Nussloch, Allemagne) contenant la
solution d’ACSF «low Ca*" high Mg*" ». Cette cuve est placée dans la glace afin de

conserver une température entre 0 et 4°C minimisant ainsi les activités cellulaires, notamment
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ioniques et enzymatiques, durant la coupe. Des tranches parasagittales de 300 pm d’épaisseur
sont réalisées et celles contenant le NST, le GPe et la SNr sur le méme plan sont récupérées
(figure 31). Ces tranches sont alors placées dans une solution d’ACSF (NaCl, 126 mM; KCl,
2.5 mM; KH;POy4, 1.2 mM; CaCl,, 2.5 mM; MgSOy4, 1.2 mM; NaHCOs, 25 mM; glucose, 11
mM). La solution est également carboxygénée et a été enrichie en sodium pyruvate 1 mM afin
d’alimenter le cycle de Krebs. Les tranches sont laissées pendant une heure a température

ambiante pour permettre un retour progressif des activités cellulaires a leur niveau basal.

Figure 31 : Coupe parasagittale de cerveau de rat contenant les structures d’intérét.
Les tranches récupérées contiennent a la fois la SNr, le NST et le GPe (entourés en
rouge). Modifié d’aprés I'atlas de Paxinos & Watson (Academic Press Fourth edition).

1.1.3. Vérification de 1’intégrité des connexions pallido-nigrales et subthalamo-nigrales dans
notre modéle expérimental

Un prérequis a notre ¢tude était la conservation des fibres subthalamo-nigrales et pallido-
nigrales, deux des principales afférences de la SNr. Afin de vérifier I’intégrité de ces fibres
dans les tranches parasagittales, nous avons réalisé des tracages de voies par application d’un
traceur fluorescent, le Dil (1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate,
Molecular Probes). De nature lipophile, le Dil s'integre et diffuse dans les membranes
lipidiques de maniere rétrograde et antérograde. Apres la coupe, les tranches sont fixées dans
une solution de paraformaldéhyde (PFA) 4% (Electron Microscopy Science, Hatfield,
Pennsylvania, USA), durant une nuit a température ambiante, avant d’étre rincées en PB 0.1
M (K5PO4, 0.1 M; NazPOy, 0.019 M; pH 7.2). Le marquage est obtenu par dépot d’un crystal
de Dil au niveau du NST, du GPe ou de la SNr. Aprés ringage en tampon PB 0.1 M, les
tranches sont conservées a température ambiante et a 1’obscurité durant 4 semaines.
L’acquisition des images est réalisée a I’aide d’un microscope confocal (TCS-SP2 Leica,
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Deerfield, IL, USA). Les images sont ensuite mises en forme a 1’aide du logiciel Adobe
Photoshop CS.

1.1.4. Marquages immunohistochimiques des différentes populations cellulaires de la SNr

Afin d’évaluer la proportion de chacune des différentes populations cellulaires présentes dans
la SNr, nous avons procédé a divers marquages immunohistochimiques. Cette technique
repose sur D’interaction spécifique entre anticorps et antigenes, ensuite révélée par un
deuxiéme anticorps conjugué a un marqueur fluorescent.

Aprés anesthésie au chloral hydrate (0.5 ml/100 g), les rats (20°™ jour post-natal) sont
sacrifiés et transfusés en intracardiaque tout d’abord avec 10 ml de PBS 0.1 M puis avec 35
ml de PFA 4%. Le cerveau est alors extrait de la boite cranienne et post-fixé dans une solution
de PFA 4% durant toute une nuit. Le cerveau est ensuite rincé en sucrose 20% (Sigma) et
refroidi a -40 °C durant 48 heures. Des tranches sagittales de 20 um d’épaisseur sont réalisées
au cryostat (HM 500 M, Microm, Francheville, France). Les coupes flottantes sont rincées
dans du tampon TBS (0.1 M Tris Base, 0.15 M NaCl) puis incubées durant 30 minutes dans
une solution de saturation contenant 3% de sérum de chevre (NGS pour « normal goat
serum ») dilué dans du TBS-TX (0.1 M Tris Base, 0.15 M NaCl, 0.2% Triton X-100), afin de
saturer les sites de fixation non spécifiques.

Les coupes sont alors incubées durant une nuit a 4°C sous agitation, avec les anticorps

primaires dilués dans la solution de saturation (Table 1).
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Anticorps Cible Type Dilution (Fournisseur)

Anti-NeuN Neurone (protéine nucléaire) Monoclonal de 1/500 (AbCys)
souris (IgG1)

Anti-S100B Astrocyte (protéine cytoplasmique de Polyclonal de lapin 1/100 (Sigma)
liaison au calcium)
Anti-GFAP Astrocyte (protéine du cytosquelette) Polyclonal de lapin 1/1000 (Dako)
Anti-NG2 Cellule NG2 (protéoglycane membranaire) Monoclonal de 1/100 (Millipore)
souris
Ox-42 Cellule microgliale (protéine membranaire Monoclonal de 1/100 (AbCys)
du complément CD-11) souris (IgG2)

Anti-Olig-2 Lignage oligodendrocytaire (facteur de Polyclonal de lapin 1/100 (Millipore)

transcription)

Table 4: Anticorps primaires utilisés pour l'identification des différentes populations cellulaires de la SNr.

Apres ringage au TBS-TX, les coupes sont incubées pendant 2 heures a température ambiante,
avec les anticorps secondaires (anti-IgG de lapin ou anti-IgG de souris), couplés a I’ Alexa 488
(Molecular Probes) ou a la cyanine 3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories) et dilués au
1/1000 dans la solution de saturation. Les tranches sont ensuite rincées en tampon TBS puis
incubées durant 20 minutes a température ambiante dans du TOPRO-3 iodide (InVitrogen,
1:1000) afin de marquer les noyaux cellulaires. Aprés ringage en TBS, les coupes sont
montées entre lame et lamelle avec le liquide de montage Vectashied (Vector Laboratories
Inc, Burlingame, CA, USA).

L’acquisition des images est réalisée a 1’aide d’un microscope confocal (TCS-SP2 Leica,
Deerfield, IL, USA). Les images sont ensuite mises en forme a 1’aide du logiciel Adobe
Photoshop CS.

1.2.Imagerie calcique

1.2.1.Principe

L’ion Ca®" est un messager ubiquitaire qui se trouve étre au premier rang de nombreuses
signalisations cellulaires. Les signaux calciques, exprimés par des variations intracellulaires
de Ca*’, sont les témoins de nombreuses fonctions cellulaires. La diversité des fonctions
imputables au calcium et leur ciblage spécifique sont traduites par un codage spatio-temporel
complexe de la signalisation. Les techniques de mesure des mouvements intracellulaires de
Ca”" reposent sur I"utilisation d’indicateurs fluorescents capables de chélater le Ca®" libre. La

liaison de la sonde au calcium peut avoir différentes conséquences, comme une augmentation
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de la fluorescence ou un décalage des longueurs d’onde d’émission ou d’excitation. D’autre
part, la détection des augmentations de Ca’" peut se faire de maniére qualitative (via
I’utilisation de sondes non ratiométriques) ou quantitative (via 1’utilisation de sondes
ratiométriques possédant 2 spectres d’excitation ou d’émission en fonction de leur liaison ou
non au Ca®"). Dans cette étude, la sonde utilisée, le Fluo-4 AM (Molecular Probes), est une
sonde non ratiométrique. Le Fluo-4 est un dérivé du Fluo-3, lui-méme dérivant du BAPTA
(1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid), un chélateur calcique. Le Fluo-3
et le Fluo-4 présentent des affinités similaires pour le Ca*" (Kd de 325 nM pour le Fluo-3 et
345 nM pour le Fluo-4). Cependant, I’absorption (a une excitation de 488 nm) du Fluo-4 étant
plus efficiente que celle du Fluo-3, cela permet de diminuer les concentrations en sondes
calciques utilisées et d'avoir un meilleur rendement de fluorescence. De plus, cette génération
de sonde calcique est appréciée pour son respect relatif de la dynamique de la signalisation
calcique, avec une perturbation relativement faible de la physiologie cellulaire [pour revue
voir (Paredes et al., 2008)]. Le Fluo-4 est naturellement hydrophile mais le couplage a un
groupement acétoxymethyl ester (AM) confére une nature hydrophobe a la sonde et lui
permet de traverser la membrane lipidique. Dés lors, le clivage du groupement AM par des
estérases cytoplasmiques permet de «piéger» la sonde dans le compartiment

intracytoplasmique.

1.2.2. Protocole de chargement avec la sonde calcique

Durant I’étape du chargement avec la sonde calcique, les tranches sont placées dans une
solution de chargement dont la concentration finale en sonde calcique est de 5 uM. Pour cela
le Fluo-4 AM est tout d’abord repris dans un solvant polaire, le diméthylsulfoxyde (DMSO
0.5%) additionné de détergents doux non-ioniques, le crémophor EL (0.0025%) et le pluronic
F127 (0.05%). Cette solution est complétée avec de I’ACSF Hepes 10 mM puis soniquée afin

de diminuer la taille des micelles formées.

Les tranches de cerveaux sont immergées durant une demi-heure dans cette solution avec un
apport en carbogeéne, a une température de 34°C afin de favoriser 1’activité enzymatique des
estérases intracellulaires responsables de la désestérification de la sonde. Les tranches sont
ensuite placées durant une demi-heure dans une solution d’ASCF enrichie en sodium pyruvate

1 mM, a température ambiante et carboxygénée, pour poursuivre 1’étape de désestérification.

1.2.3. Estimation des différents types de populations cellulaires chargées par le Fluo-4 AM

L’imagerie calcique des astrocytes est facilitée par le fait que le Fluo4-AM charge
préférentiellement les cellules gliales in vifro (Kettunen et al., 2002) et in vivo (Hirase et al.,
2004). Cependant, afin de nous assurer que le Fluo-4AM charge préférentiellement les
astrocytes de la SNr dans nos conditions expérimentales, nous avons réalis€¢ un marquage vital

des astrocytes compatible avec le chargement calcique. Pour cela, nous avons utilisé la
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sulforhodamine 101 (SR 101) (Sigma-Aldrich), marqueur intra-vital spécifique des astrocytes
(Nimmerjahn et al., 2004; Appaix et al., 2012). La sulforhodamine est un analogue de la
rhodamine, dérivée du Texas Red. Apreés injection intraveineuse, la sulforhodamine est
capable de traverser la barriere hémato-encéphalique et de diffuser spécifiquement dans les
astrocytes, probablement via leurs pieds astrocytaires couplés aux vaisseaux sanguins. Les
astrocytes étant couplés entre eux via des jonctions de type gap, la SR 101 peut diffuser dans
tout le réseau astrocytaire. Cette technique de marquage intravital est compatible avec les

expériences d’imagerie calcique (Appaix et al., 2012).

La SR 101 est diluée dans une solution saline a une concentration de 10 mg/ml puis injectée
par voie intraveineuse (100 pl/50 g) dans la queue d’un rat préalablement anesthésié a
I’isoflurane (dans un mélange gazeux d’air 70% et d’O2 30%). Deux heures apres I’injection,
I’animal est sacrifié par décapitation et des tranches sagittales sont réalisées puis chargées
avec la sonde calcique suivant le protocole décrit précédemment. Les tranches, constamment
perfusées en ACSF et carboxygénées, sont placées dans la chambre de perfusion d’un
microscope bi-photonique (TPLSM 7 MP, Zeiss, Allemagne), équipé d’un objectif a
immersion a eau x20 (NA 1.0; Zeiss). La sulforhodamine est excitée a 880 nm avec un laser
Ti :Sapphire (Chameleon vision II; Coherent, UK).

Cette technique de marquage nous a également permis de mieux évaluer la population
astrocytaire de la SNr. En effet, tous les astrocytes n’expriment pas les protéines GFAP et
S100B (Wang and Bordey, 2008; Hewett, 2009). Afin de ne pas sous-évaluer cette population
cellulaire au sein de la SNr nous avons donc réalis¢ le marquage avec la SR 101, en
complément de certains immunomarquages.

Les images sont acquises avec le logiciel ZEN 2009 et a I’aide d’une plate-forme motorisée (8
champs de 425 um x 425 um par SNr présente sur chaque tranche). L’analyse quantitative est
réalisée a 1’aide du logiciel Imagel et des modules complémentaires adaptés (Appaix et al.,
2012).

1.3. Dispositif expérimental

1.3.1. Principe et description du dispositif

Les enregistrements d’imagerie calcique sont réalisés a 1’aide d’un microscope droit a
épifluorescence (Nikon Eclipse E600 FN) disposant d’une lampe a vapeur de mercure (HBO
100W). Les acquisitions se font via I’utilisation d’un objectif a immersion a eau x20
(ouverture numérique 0.5). Le microscope est couplé a un systéme confocal (téte confocale
C1 Nikon associée au logiciel d’acquisition EZ-C1, Nikon France). La microscopie confocale

permet une acquisition en profondeur dans 1’échantillon (figure 32). Dans notre cas, les
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acquisitions d’imagerie calcique sont réalisées a environ 10 pm sous la surface, ce qui permet
de s'affranchir des couches superficielles 1€sées par la coupe.

= |n focus light detector —
== QOut of focus light ’_m photomultiplier tube (PMT
o confocal aperture
ilumination aperture | (pinhole)

inhole
(P ' dichraic mirror/

I beam splitter
source of
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Figure 32: Principe de la miscroscopie confocale a fluorescence.
Le rayon d’exciation est deévié par un miroir dichroique avant d’exciter les
molécules fluorescentes de [’échantillon. La fluorescence émise est détectée par le
biais de filtres d’émission et de photomultiplicateurs. La présence de "pinholes”
permet de s affranchir des signaux émis en-dega et au-dela du plan focal. D'apreés
Tovey et al., 2005.

Notre systeme est combiné a différents lasers permettant 1’excitation d’un large spectre de
fluorescence (de 408 a 543 nm). Dans notre étude, le Fluo-4 est excité 488 nm avec un laser
argon et ’émission est filtrée a 515 + 15 nm. La SR101 est excitée a 543 nm avec un laser
hélium-néon et 1'émission est récoltée a 605 £ 75 nm.

Les tranches sont placées sur la plateforme du microscope, dans une chambre de perfusion
permettant de renouveler I’ACSF de maniére continue a un débit d'environ 2 ml/min et sous
apport constant en carbogeéne. Les enregistrements d’activité calcique sont réalisés a
température ambiante, dans un seul plan focal, avec une vitesse d’acquisition de 1.2 seconde

sur 5 minutes (soit 250 images).

1.3.2. Application d’agents pharmacologiques

Différents agents pharmacologiques ont ¢té utilisés afin d’étudier certains acteurs impliqués
dans l'activité calcique astrocytaire. Ces agents pharmacologiques sont appliqués dans le bain
en perfusion. Les différents agents pharmacologiques utilisés, leurs cibles et les

concentrations utilisées sont résumées dans la table 2.
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Agent pharmacologique Effet Concentration

Glutamate Neurotransmetteur, agoniste des récepteurs AMPA, 100 uM
kainate, NMDA et mGlu

GABA Neurotransmetteur, agoniste des récepteurs GABAA,, 20 uM
GABAg, GABAC

CNQX Antagoniste des récepteurs AMPA 10 uM
L-AP3 Antagoniste des récepteurs mGIluR du groupe | 100 uM
AP-5 Antagoniste des récepteurs NMDA 50 uM
Bicuculline Antagoniste des récepteurs GABAA 20 uM
2-hydroxysaclofen Antagoniste des récepteurs GABAg 100 pM
Tetrodotoxine Inhibiteur des canaux sodiques dépendants du voltage 500 nM
Thapsigargine Inhibiteur de la pompe ATPase SERCA 2 uM

Table 2: Récapitulatif des agents pharmacologiques utilisés dans les études de l'excitabilité calcique
astrocytaire

1.3.3. Stimulation électrique du noyau sous-thalamique

La stimulation du NST est réalisée en tranche a I’aide d’une électrode bipolaire concentrique
a bout arrondi (platinium/iridium ; Frederick Haer & Co., USA). La stimulation est appliquée
durant 5 minutes de maniére continue en faisant varier certains parametres : la durée du
stimulus est de 100 s, I’intensité varie de 100 a 500 pA et la féquence de 10 a 230 Hz. Ces
parametres correspondent a ceux utlisés en clinique humaine, avec des intensités adaptées a la
taille du NST de rat (Boulet et al., 2006; Shen and Johnson, 2006). La stimulation est réalisée
a I’aide d’un stimulateur ISO-FLEX contr6lé par un Master 8 (A.M.P.I. Jerusalem, Israel).
L’intensité de la stimulation est contrélée a 1’aide d’un oscilloscope (HM 205-3, Hameg,

France).

1.4. Analyse

L’analyse des différents enregistrements est réalisée grace au logiciel CalSignal développé par
le Dr Jean-Claude Platel (Platel et al., 2007). Ce logiciel permet, apres définition des régions
d’interét (ROIs), de suive et d'analyser différents paramétres des signaux de fluorescence dans
chacune des ROIs. La détection des signaux est effectuée par rapport a une valeur de
fluorescence basale Fy, calculée pour chaque ROIs (sur toute la durée d'enregistrement ou
avant 1’application d’agent pharmacologique). Les variations significatives de fluorescence

(AF/Fy) sont alors détectées (seuil de détection fixé a 15%) puis 'amplitude et la durée de ces
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signaux sont calculées. Ces données sont ensuite exportées dans SigmaStat (Systat) pour une

analyse statistique.

Pour chaque enregistrement, un pourcentage d'astrocytes actifs est calculé par rapport au
nombre total d'astrocytes chargés et détectés (ROIs). Lors d'application d'inhibiteurs ou de la
stimulation du NST, deux enregistrements successifs de 5 minutes sont réalisés dans la méme
zone et l'agent (inhibiteur pharmacologique ou stimulation électrique) est appliqué lors du
deuxieme enregistrement. Le pourcentage de cellules actives durant la seconde acquisition
(#2) est alors comparé au premier enregistrement (#1), comme décrit dans la formule ci-

dessous :

% cellules actives #2
% cellules actives = X 100

% cellules actives #1

Au préalable, des contrdles sont réalisés : deux enregistrements successifs de 5 minutes sont
réalisés (sans aucune application lors du second enregistrement). Dans ce cas, le nombre de
cellules actives durant le second enregistrement n'est pas significativement différent de celui
du premier enregistrement (79.5 + 7.4% d'activité résiduelle, p = 0.183, n = 18 tranches). Les
parametres des signaux calciques tels que I'amplitude, la fréquence ou la durée ne sont pas

modifiés.

Le pourcentage de cellules actives résiduelles obtenu lors des applications d’inhibiteurs ou

lors de la stimulation du NST, est comparé a celui des controles.

Les effets des inhibiteurs sur la stimulation sont réalisés de la maniere suivante : deux
enregistrements successifs de 5 minutes sont réalisés et la stimulation, ainsi que les inhibiteurs
sont appliqués durant le second enregistrement. Le pourcentage de cellules actives résiduelles
du second enregistrement est comparé au premier et normalisé. Ce résultat est alors comparé

aux effets de la stimulation en absence d’inhibiteurs.

Dans cette étude, les résultats sont présentés comme étant des valeurs moyennes + sem et les
analyses statistiques ont été effectuées par des tests non paramétriques de Mann-Whitney

permettant de comparer deux échantillons indépendants.
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II Etude de ’activité neuronale par la
technique du patch-clamp

11.1. Modéle expérimental

II.1.1. Modéle animal et réalisation des tranches parasagittales

Cette étude a été réalisée sur des rats de la souche OFA agés de 15 a 22 jours. Les tranches
sont €galement réalisées dans le plan sagittal. Durant I’étape de coupe, les conditions de
température et d’apport en carbogene sont identiques a celles décrites dans la partie 1. Les
tranches sont également réalisées a 1’aide d’un vibratome (VT1200S, Leica Microsystemes,
Nussloch, Allemagne). La solution d’ACSF de coupe et de repos est la suivante : NaCl, 125
mM; KCI 2.5 mM; glucose, 25 mM; NaHCOs3, 25 mM; NaH,PO4, 1.25 mM; CaCl,, 2 mM,;
MgCl,, 1 mM, enrichie de sodium pyruvate 10 uM. Apres la coupe, les tranches sont placées
dans cette solution d’ACSF durant 1 heure a 34°C.

11.2. Patch-clamp

11.2.1. Principe

Le patch-clamp est une technique mise au point en 1976 par Erwin Neher et Bert Sakmann, ce
qui leur a valu le prix Nobel de Médecine en 1993 (Neher and Sakmann, 1976). Cette
technique permet d’enregistrer ’activité des cellules excitables électriquement. Ainsi, elle
permet d’enregistrer 1’activité de décharge neuronale, les variations de potentiels
membranaires, les entrées synaptiques ou encore le courant passant a travers un canal unique.
Le principe de la technique repose sur I’utilisation de deux électrodes: I’électrode
d’enregistrement et 1'électrode de référence. L’ électrode d’enregistrement est placée dans une
pipette de verre remplie d’un liquide conducteur (dont la composition est proche de celle du
milieu intra- ou extra-cellulaire selon les configurations) et I’électrode de référence est placée
dans le milieu extra-cellulaire. Les mesures de différences de potentiel entre ces deux
¢lectrodes permettent alors de mesurer des courants ou des voltages. La technique s’effectue
en différentes étapes (figure 35): la pipette de verre contenant I’électrode d’enregistrement est
tout d’abord mise en contact étanche avec la cellule a enregistrer. Cette premicre étape permet
d’obtenir la configuration cellule attachée ou les variations de potentiels membranaires
peuvent étre détectées. Par la suite, la rupture de la portion membranaire située sous la pipette
permet d’atteindre la configuration cellule enti¢re, accédant ainsi a tous les mouvements
ioniques cellulaire. Dés lors, il est possible de réaliser deux types d’enregistrements : 1) en

imposant un voltage (mode voltage imposé), ’expérimentateur a acces aux différents courants

90



Matériel et méthodes

membranaires; 2) a ’'inverse, le mode courant imposé permet d’enregistrer les variations de
potentiels membranaires.
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Figure 35: Schéma du principe et des différentes configurations du patch-clamp. Une micropipette de verre,
contenant [’électrode dans un milieu conducteur, est placée en contact avec la cellule. Une légére succion
permet de rendre ce contact hermétique générant ainsi le mode cellule attachée (A). La rupture du fragment
membranaire sous la pipette crée un continuum entre le cytoplasme et le milieu intra-pipette et permet
d’accéder au mode cellule entiere (B). A ce stade, [’élongation de la membrane permet d'aboutir au
mode « outside-out » (C). Le mode « inside-out » est obtenu a partir de la configuration cellule attachée en
étirant puis rompant la membrane située sous l'embouchure de la pipette (D). Modifié d’aprés Hamill et al.,
1981.

11.2.2 Dispositif expérimental

Les tranches sont placées dans une chambre perfusée par de I'ACSF et maintenue a 34°C
grice a un contréleur de température (Badcontroller V, Luigs & Neumann, Ratingen,
Allemagne). Les tranches positionnées sous un microscope droit (BX51, Olympus, Rungis,
France) et les cellules sont identifiées grace a un objectif de grossissement x40 a immersion a
eau. L’image est ensuite grossie (x2) grace a une lentille, avant d’étre observée en infra-rouge
a I’aide d’une caméra CCD (C2400-07, Hamamatsu, Shizouka, Japon).
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Les pipettes de patch sont obtenues par étirement de capillaires de verre borosilicaté sans
filament (Harvard Apparatus, Edenbridge, UK) a 1’aide d’une étireuse verticale (PIP5, HEKA,
Lambrecht, Allemagne). Les pipettes sont remplies avec le milieu intracellulaire approprié
ajusté a pH 7.35 avec du KOH et préalablement filtré. Les milieux intracellulaires sont de
deux types : le milieu dit « normal » destiné a 1’enregistrement de 1’activité neuronale (K-
gluconate, 105 mM; KCL, 30 mM; phosphocréatine, 10 mM; HEPES, 10 mM; ATP-Mg%, 4
mM; GTP-Tris, 0.3 mM; EGTA, 0.3 mM) et le milieu dit « BAPTA » utlilis€¢ pour bloquer
I’activité calcique astrocytaire. Dans cette solution, ’EGTA 0.3 mM est remplacé par du
BAPTA a 50 mM. Le BAPTA est un chélateur du calcium qui, via sa diffusion au sein du
réseau astrocytaire couplé par des jonctions de type gap, va permettre un bloquage des
activités calciques du réseau (Serrano et al., 2006). Les deux solutions intracellulaires sont
supplémentées en biocytine 2 mg/ml afin de réaliser des marquages des différentes cellules
(neuronales et astrocytaires) patchées. Une fois remplies avec du milieu intracellulaire, les
résistances des pipettes sont comprises entre 6 et 9 MQ avec le milieu « normal » et entre 3 et
4 MQ avec le milieu « BAPTA ».

Apres avoir appliqué une surpression, les micropipettes sont descendues dans le bain d’ACSF
et le potentiel de jonction est immédiatement compensé via le logiciel d’acquisition
PatchMaster 2.32 (HEKA, USA). Les micropipettes sont dirigées a 1’aide de
micromanipulateurs  piézoélectriques (Luigs and Neumann, Allemagne). Apres
rapprochement, voire contact entre la cellule cible et la pipette, la surpression est levée
provoquant ainsi I’adhésion de la membrane a la pipette. Une légere pression négative est
alors appliquée afin d’obtenir une jonction <étanche entre ces deux constituants.
L’augmentation de la résistance de la pipette témoigne de la réussite de cette étape, alors

prolongée jusqu’a atteindre une résistance de I’ordre du GQ.

La capacité électrique de la pipette est alors compensée (compensation de la composante
rapide entre 70 et 80%).

Le mode « cellule entiére » est atteint par rupture de la portion membranaire située sous la
pipette, qui est provoquée en appliquant de bréves pressions négatives. La capacité

membranaire ainsi que la résistance de série sont alors compensées.

11.2.3. Acquisition

Les signaux enregistrés en mode potentiel imposé ou courant imposé sont amplifiés a 1’aide
d’un amplificateur (EPC10-double, HEKA, Lambrecht, Allemagne) et analysés en temps réel
par le logiciel PatchMaster 2.32 (HEKA, USA). En mode voltage imposé, les signaux sont
filtrés a 5 kHz et échantillonnés a 10 kHz. En mode courant imposé, ils sont filtrés a 2.5 kHz

et échantillonnés a 5 kHz.
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11.2.4. Identification cellulaire

La différenciation des cellules neuronales versus gliales se fait sur la base de critéres
morphologiques. Les neurones de projections GABAergiques de la SNr ont un corps
cellulaire d’une taille de 1'ordre de 20 um alors que les astrocytes présentent de plus petits
corps cellulaires (7-9 um). Les caractéritiques électrophysiologiques permettent par la suite de
confirmer cette identification morphologique. Pour cela, des sauts hyperpolarisants puis
dépolarisants sont appliqués afin de définir la relation courant/potentiel des différents types
cellulaires. Pour les neurones, la relation courant/potentiel est mesurée en courant imposé par
des sauts d’une durée de 500 ms. A chaque saut, un incrément de 10 pA est injecté, a partir
d’un saut initial a -150 pA et jusqu’a +50 pA. Pour les astrocytes, la relation courant/potentiel
est mesurée en mode voltage imposé par des sauts de 10 mV a partir de -150 mV jusqu’a +90
mV.

11.2.5. Enregistrement de 1’activité de décharge spontanée des neurones de la SNr

L’activité de décharge spontanée peut étre enregistrée en configuration « cellule attachée » ou
«cellule entiere ». Dans cette étude les deux configurations ont été utilisées. Les
enregistrements en configuration « cellule attachée » ont été réalisés en mode voltage imposé
contrairement aux enregistrements en « cellule entiére » réalisés en courant imposé. Dans les

deux cas le courant injecté était nul (I=0) afin de ne pas perturber I’activité neuronale.

11.3. Modification de ’activité astrocytaire : application d’agents
pharmacologiques et chélation des mouvements calciques

Afin d’étudier I’'impact de ’activité astrocytaire sur 1’activité neuronale, nous avons utilisé

deux types d’approches permettant de moduler certaines fonctions astrocytaires.

11.3.1. Inhibition de 1’activité de recapture astrocytaire

La recapture astrocytaire du glutamate ou du GABA extracellulaire est inhibée par blocage
des transporteurs astrocytaires. Les agents pharmacologiques sont appliqués dans le bain, par
perfusion. Dans ces conditions, la fréquence de décharge neuronale est tout d’abord
enregistrée durant 5 minutes, avant 1’ajout de I’agent pharmacologique. Aprés 15 minutes de
perfusion avec l'agent pharmacologique, la fréquence est a nouveaux enregistrée durant 5
minutes. La fréquence enregistrée durant les 5 derniéres minutes est alors comparée a celle
précédant 1’application de I’inhibiteur. Les agents utilisés pour bloquer les transporteurs de
glutamate et de GABA sont décrits dans le tableau 3.
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Agent pharmacologique Effet Concentration

Acide di-hydrokainique Inhibiteur des transporteurs du glutamate GLT-1 300 uM
astrocytaires

Acide nipécotique Inhibiteur des transporteurs du GABA GAT 500 uM
astrocytaires et neuronaux

Table 3 : Récapitulatif des inhibiteurs de la recapture glutamatergique et GABAergique utilisés.

11.3.2. Diffusion du BAPTA dans le réseau astrocytaire

Le blocage de I’activité calcique astrocytaire est réalisé par application de BAPTA 50 mM via
la pipette de patch. Le couplage des astrocytes par des jonctions communicantes de type gap
permet alors la diffusion du BAPTA dans tout le réseau astrocytaire couplé. L’enregistrement
de Pactivité neuronale est réalis€¢ de facon concomitante a la mise en place de la chélation.
Pour cela, les enregistrements sont réalisés en double patch-clamp. Deux pipettes sont
simultanément descendues dans la tranche: 1’une contenant le milieu intracellulaire
«normal » et I’autre, le milieu « BAPTA ». La paire « astrocyte-neurone » est choisie en
fonction de leur proximité (distance inférieure a 200 pm). Dans un premier temps, les deux
cellules sont patchées en mode « cellule attachée ». Dans un deuxiéme temps, on passe en
mode «cellule enti¢ére » dans le neurone et 1’activité spontanée est mesurée pendant 5
minutes. Le mode « cellule enticre » est ensuite atteint dans I’astrocyte afin de permettre la
diffusion du BAPTA. Ces deux cellules sont maintenues dans cette configuration pendant au
minimum 30 minutes afin de permettre la diffusion du BAPTA dans tout le réseau

astrocytaire et d'enregistrer l'activité neuronale simultanément.

11.3.3. Marquage de la biocytine et quantification

La biocytine est dissoute dans la solution intracellulaire & une concentration de 5 mg/ml. Les
cellules (neurone et astrocyte) sont gardées en mode « cellule entiére » durant 30 minutes afin
de permettre la diffusion de la biocytine. En fin d’enregistrement, la tranche est récupérée et
placée dans une solution de PFA 4% a 4°C durant une nuit. Les révélations de biocytine ont
été réalisées par Anne-Marie Godeheu (technicienne au sein de 1’équipe Inserm U667). La
biocytine est révélée a 1’aide du kit ABC Elite peroxydase (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) par incubation durant 2h30 a température ambiante, avec 1’avidine (ligand de la
biocytine) conjuguée a I’enzyme horseradish peroxydase. Les tranches sont ensuite incubées 8
a 10 minutes en présence de 3-3-diaminobenzidine (DAB, substrat chromogene de la
peroxydase) en présence d’eau oxygénée. L’acquisition des images est réalisée par le logiciel
« ICS Frame Work » (TRIBVN version 2.9.2. Chatillon, France) qui nous a également permis

d’évaluer I’aire du réseau astrocytaire ainsi que celui de la SNr. Les images sont alors traitées
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par le logiciel ImageJ afin de réaliser un comptage manuel du nombre d’astrocytes présents

dans le réseau.

11.3.4. Etude de I’implication des récepteurs des eCB et de 1’adénosine

L’étude de I’'implication des récepteurs des eCB de type CBI1 et de I’adénosine de type A; et
Aja a été réalisée via une approche pharmacologique. Pour cela, les antagonistes des ces
récepteurs (résumés dans la table 4) sont appliqués dans le bain par perfusion. La fréquence
de décharge neuronale est préalablement enregistrée durant 5 minutes avant l'ajout de
l'inhibiteur, puis de nouveau 20 minutes apres 1’ajout de I’inhibiteur. La fréquence enregistrée

durant les 5 derni¢res minutes est comparée a celle enregistrée avant I’application de 1’agent

pharmacologique.
Agent pharmacologique Effet Concentration
AM261 Antagoniste des récepteurs des eCB de type CB1 3 uM
SCH 58261 Antagoniste des récepteurs de I'adénosine de type 50 nM
Aza
DCPCX Antagoniste des récepteurs de l'adénosine de type A1 100 nM

Table 4 : Récapitulatif des différents antagonistes des récepteurs utilisés en électrophysiologie.

11.4. Analyse

L’activité de décharge spontanée des neurones de la SNr est analysée grace au logiciel
Spike2. Dans chacune des conditions (blocage de la recapture, diffusion du BAPTA ou
blocage des récepteurs), la fréquence de décharge a été enregistrée durant 5 minutes avant
I’application de I’agent pharmacologique. Cette fréquence est alors comparée a celle
enregistrée a la fin de ’expérimentation. Les résultats sont présentés sous forme de valeurs
moyennes + sem et la significativité des variations de fréquences a été analysée en utilisant les
tests non paramétriques de Mann Mithney-Wilcoxon pour des échantillons indépendants et
celui de la somme des rangs de Wilcoxon pour des échantillons appariés. Lorsque nous avions

plus de deux groupes d’échantillons, nous avons appliqué un test ANOVA a un facteur.
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I La stimulation électrique du noyau
sous-thalamique module activité
calcique des astrocytes de la SNr

1. 1. Introduction

Au sein du réseau des ganglions de la base, la SNt occupe une place essentielle puisqu’elle
integre les informations provenant des GB et les transmet au cortex via un relais thalamique
(Deniau et al., 2007). En raison de leur activité spontanée, les neurones GABAergiques de la
SNr exercent une inhibition constante sur les structures efférentes de ce noyau. La
transmission d'informations pertinentes vers le thalamus nécessite alors une régulation
optimale de D’activité neuronale de la SNr (Zhou and Lee, 2011). Parmi les principales
afférences de la SNr, les afférences glutamatergiques, provenant du NST, et GABAergiques,
provenant du GPe et du striatum, occupent une place importante dans la régulation de
I’activité nigrale. Notamment, la SNr est constamment régulée par des libérations de
glutamate et de GABA, en raison de I’activité spontanée du NST et du GPe. Cette balance
entre inhibition et excitation permet de lever ou de renforcer I’inhibition exercée par la SNr
sur ses cibles et occupe, par conséquent, une place cruciale dans le fonctionnement des GB.
Lorsque cette balance est modifiée, cela engendre un dysfonctionnement de I’activité de la
SNr et une perturbation de la transmission des informations. C’est notamment le cas lors de la
maladie de Parkinson ou la balance glutamate/GABA au sein de la SNr est déséquilibrée.
Cette perturbation résulte d’une hyperactivité de la voie indirecte combinée a une hypoactivité
de la voie directe des GB qui conduisent a une hyperactivité des neurones de la SNr (Obeso et
al., 2002). La restauration de 1’équilibre au sein de ces différentes voies neuronales permet
alors de rétablir 1’activité neuronale physiologique de la SNr. Cette restauration est permise
par les différentes thérapeutiques de la maladie de Parkinson, de nature médicamenteuse ou

chirurgicale. Concernant la SHF du NST chez le rat, celle-ci permet de rétablir la balance
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glutamate/GABA au sein de la SNr, en activant a la fois les fibres subthalamo- et pallido-
nigrales (Windels et al., 2005; Deniau et al., 2010).

De nombreuses études se sont intéressées a ’activité neuronale de la SNr chez le rat et ont
décrypté les mécanismes neuronaux impliqués dans la régulation de cette activité. Pourtant,
en dépit d’un grand nombre d’études concernant la régulation physiologique, la dérégulation
liée a la MP ou la restauration de 1’activité¢ de la SNr via la SHF du NST, 1'implication des

astrocytes dans ces régulations n'a jamais été investiguée.

A T’heure actuelle, les astrocytes sont considérés comme des partenaires importants des
neurones, impliqués de fagcon active dans I’activité neuronale. L’expression de récepteurs aux
neurotransmetteurs et neuromodulateurs leur permet d’étre activés lors d’une transmission
synaptique et les phénomenes de recapture ou/et de gliotransmission leur permet d’agir en
retour sur cette transmission. La plupart de ces propriétés repose sur des variations
intracellulaires de calcium conférant leur excitabilité aux astrocytes. Au vu de I’importance
des fonctions astrocytaires dans la modulation de 1’activité neuronale, il nous a semblé
important d’investiguer le role de ces cellules dans la régulation de I’activité neuronale de la
SNr.

Dans cette premicre partie, nous nous sommes intéressés a I’excitabilité¢ calcique des
astrocytes et a sa modulation par le compartiment neuronal. Plus précisément, nous avons
¢tudié¢ de quelle maniere les astrocytes de la SNr étaient sensibles a leur environnement
(notamment a leur environnement chimique dépendant des neurotransmetteurs libérés dans la

SNr) en condition physiologique et lors de modulation de la balance glutamate/GABA.

Afin d’étudier les activités calciques des astrocytes dans ces différentes conditions, nous
avons développé une technique d’imagerie calcique confocale qui nous a permis de détecter et
de mesurer les variations de calcium intracellulaire dans environ 80% des astrocytes de la
SNr. Nous avons travaillé sur des tranches aigiies parasagittales de cerveau de rat qui nous ont
permis de conserver les afférences subthalamo-nigrales et pallido-nigrales ainsi que les
libérations spontanées de glutamate et de GABA dans la SNr. Afin de moduler la balance
GABA/glutamate, nous avons eu recours a la SHF du NST. Appliquée sur des tranches aigiies
de cerveau de rat et en condition physiologique, cette stimulation entraine a la fois des
libérations de glutamate et de GABA dans la SNr (Bosch et al., 2011). Ceci nous a permis
d’étudier I’'impact d'une modification de la balance excitation/inhibition sur 1’activité calcique
des astrocytes de la SNr.

L.2. Article scientifique
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Abstract

Background: The substantia nigra pars reticulata (SNr) is a major output nucleus of the basal ganglia, delivering inhibitory
efferents to the relay nuclei of the thalamus. Pathological hyperactivity of SNr neurons is known to be responsible for some
motor disorders e.g. in Parkinson'’s disease. One way to restore this pathological activity is to electrically stimulate one of the
SNr input, the excitatory subthalamic nucleus (STN), which has emerged as an effective treatment for parkinsonian patients.
The neuronal network and signal processing of the basal ganglia are well known but, paradoxically, the role of astrocytes in
the regulation of SNr activity has never been studied.

Principal Findings: In this work, we developed a rat brain slice model to study the influence of spontaneous and induced
excitability of afferent nuclei on SNr astrocytes calcium activity. Astrocytes represent the main cellular population in the SNr
and display spontaneous calcium activities in basal conditions. Half of this activity is autonomous (i.e. independent of
synaptic activity) while the other half is dependent on spontaneous glutamate and GABA release, probably controlled by
the pace-maker activity of the pallido-nigral and subthalamo-nigral loops. Modification of the activity of the loops by STN
electrical stimulation disrupted this astrocytic calcium excitability through an increase of glutamate and GABA releases.
Astrocytic AMPA, mGlu and GABA, receptors were involved in this effect.

Significance: Astrocytes are now viewed as active components of neural networks but their role depends on the brain
structure concerned. In the SNr, evoked activity prevails and autonomous calcium activity is lower than in the cortex or
hippocampus. Our data therefore reflect a specific role of SNr astrocytes in sensing the STN-GPe-SNr loops activity and
suggest that SNr astrocytes could potentially feedback on SNr neuronal activity. These findings have major implications
given the position of SNr in the basal ganglia network.
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Introduction

The pars reticulata of the substantia nigra (SNr) is the main
output nucleus of the basal ganglia network and conveys the final
output signal to the thalamus and brain stem [1]. The GABAergic
neurons of the SNr are tonically active and display spontaneous
activity (around 10 Hz) that is partially independent of synaptic
inputs [2]. Thus, the brain areas receiving inputs from the basal
ganglia are, by default, under strong tonic inhibition. Brief changes
in firing, often associated with movement, result in the disinhibi-
tion or further inhibition of the target nuclei neurons [3]. The SNr
may therefore be considered as a gateway in the transmission of
information to the motor and cognitive systems. This output
nucleus mostly integrates inputs from the striatum, the external
segment of globus pallidus (GPe) and the subthalamic nucleus
(STN). Among its inputs, the excitatory STN and the inhibitory
GPe play a particularly important role in the regulation of SNr
activity as they form a feedback system engaged in synchronized
bursting and constituting a basal ganglia pacemaker [4]. The STN

@ PLoS ONE | www.plosone.org

occupies a crucial position in the functional architecture of the
basal ganglia network since it is the only glutamatergic nucleus
[5,6]. Abnormal hyperactivity of the STN, consecutive to the loss
of dopaminergic cells in the substantia nigra pars compacta, is
thought to play a critical role in the expression of Parkinson’s
disease symptoms [7,8]. High-frequency stimulation of the STN
(STN-HFS) is currently the main surgical therapy for treatment of
advanced Parkinson’s disease. The cellular mechanisms of STN-
HFS are still debated but it has been proposed that HFS could
inactivate STN neurons [9,10] or change their abnormal firing
mode into recurrent bursting activity [11]. This normalization
could reduce the hyperactivity of basal ganglia output structures,
such as SNr [12,13,14]. STN-HFS may produce these effects by
activating the axons of STN neurons, STN afferents or fibers
passing close to the stimulation site, leading to both glutamate and
GABA release within SNr [15,16,17]. As the final stage of
information processing within the basal ganglia occurs mainly in
the SN, studying the regulation of the activity of this nucleus in
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physiopathological conditions is of major importance [18]. SNr
properties for integrating neuronal network and signal processing
of the basal ganglia are relatively well known but, paradoxically,
the role of astrocytes in the regulation of SNr activity has never
been studied.

Over the past decade, the dogma that astrocytes play a
subsidiary role in the nervous system has become obsolete.
Astrocytes are now viewed as active components of neural
networks, as they are endowed with a great variety of voltage
and ligand-operated ion channels [19]. An increasing body of
evidence obtained the last few years has established the concept of
the tripartite synapse, in which astrocytes play an active role by
exchanging information with the synaptic elements [20,21]
concomitantly with classical homeostatic roles. This concept is
based on the demonstration that astrocytes display a form of
excitability based on intracellular calcium variations [22]. Neuro-
transmitters, such as glutamate and GABA, activate receptors on
astrocytes [20,23,24,25] generating calcium transients that prop-
agate within the astrocyte population. In particular conditions
[26], this increase in astrocytic calcium levels can induce the
release of neuroactive substances, such as glutamate, ATP [20,23]
or D-serine [27,28]. These gliotransmitters may modulate
neuronal excitability [29,30,31] and the strength of synaptic
transmission [20,23,32]. The general importance of bidirectional
communication between astrocytes and neurons throughout the
brain prompted us to study its specific contribution to SNr
neuronal activity.

In order to address the role of astrocytes in the regulation of the
SNr neuronal activity, we characterized SNr astrocyte excitability
and its modulation by the GABA/glutamate balance regulated by
the pallido-nigral and subthalamo-nigral loops. We developed a
sagittal rat brain slice that (i) conserves the STN-GPe-SNr
functional loops, (i) allows physiological modulation of the activity
of the loops and of GABA/glutamate balance within the SNr by
stimulating the afferent nuclei. We found that SNr astrocytes
displayed spontaneous calcium activity in basal conditions. This
calcium activity was partly autonomous and partly dependent on
the spontaneous release of GABA and glutamate. Interestingly,
disturbing the glutamate/GABA balance by STN-HFS affected
the SNr astrocytic calcium activity. These results suggest a specific
interaction between neurons and astrocytes within SNr, modulat-
ed by the balance between excitation and inhibition.

Results

Preservation of STN-GPe-SNr pathways in rat sagittal
brain slices

The pallido-nigral and subthalamo-nigral loops have a crucial
influence on the spontaneous activity of SNr neurons and we
wondered about their impact on astrocyte activity. The adult rat
brain atlas suggested that these nuclei were present on the same
sagittal plane, from 2.4 to 2.9 mm laterally to the midline, in adult
rat (Fig. 1A) [33]. We performed such sagittal brain slices and
introduced lipophilic tracers (Dil crystals) into the SNr or the STN
to confirm that the subthalamo-nigral and pallido-nigral pathways
were indeed preserved. The dye diffused for four weeks, resulting
in retrograde and anterograde labeling of the persistent sub-
thalamo-pallido-nigral pathways. When a crystal was placed in the
SNr (Fig. 1B), bundles of labeled fibers could be seen coursing
from the SNr towards the STN and probably also towards the GPe
beacuse some of these fibers forked close to or within the STN [34]
(Fig. 1C). We also detected some labeled soma within the STN
(Fig. 1C, inset) meaning that at least some projecting STN neurons
were intact. When a crystal was placed in the STN, two pathways
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Astrocytes Excitability in the SNr

running in opposite direction were observed, one in the
rostrocaudal direction and the other one (usually more intense)
in the caudorostral direction, suggesting connections towards SNr
and GPe respectively (not shown). These observations confirmed
that the glutamatergic subthalamo-nigral pathway and the
GABAergic pallido-nigral pathway were, at least partly, preserved
in these slices.

On acute slices, incubation with propidium iodide and Hoechst
33342 showed that 80=5% of the SNr cells were still alive 5 hours
after slicing (n=16 slices). Electrophysiological experiments were
carried out to record the typical pace-maker activity of nigral
GABAergic and dopaminergic neurons [2] in these sagittal slices
(n=15 neurons in a total of 7 slices). Patch-clamp recordings
performed in sagittal plane by other groups had already shown
that SNr neurons were affected by a complex pattern of excitatory
glutamatergic and inhibitory GABAergic synaptic currents
[34,35]. Thus, in these conditions, GABAergic pallidal activity,
glutamatergic STN activity and/or GABAergic intranigral activity
may potentially contribute to the basal calcium activity of
astrocytes in the SNr.

Astrocytes constitute the main cell population in the SNr

The SNr contains two types of neurons: GABAergic and
dopaminergic neurons [2]. GABAergic neurons predominate
(about 90% of SNr neurons, [36]), forming the major output
from the basal ganglia [37]. With an average of 1795%+358 total
cells/mm? (n=7 slices from 3 rats, estimated by nuclei staining
with TO-PRO 3) throughout the whole SNr, immunohistochem-
ical stereological analysis showed that neurons (as revealed by
NeuN immunostaining) were heterogeneously distributed within
the SNr and accounted for 12+3% of total SNr cells (Fig. 2A;
n=16 tissue sections from 4 rats). When we quantified the
astrocyte population with S100B immunostaining, we found
42+3% of S100B-positive cells in the SNr (Fig. S1A; n=6 tissue
sections from 2 rats). As described in other brain structures
[38,39], however, we observed that SI00B or GFAP are not co-
expressed in all astrocytes within the SNr (e.g. 15%5% of S100B-
positive cells were GFAP-positive and 51+3% of GFAP-positive
cells were S100B-positive, n=3 slices; Fig. SI1B). Thus, this cell
population might be underestimated on the basis of immuno-
stainings. We therefore used an alternative strategy to precisely
and specifically determine the proportion of astrocytes in the SNr.
Intravital sulforhodamine dyes are known to be specifically
targeted to the astrocyte population when injected intravenously
in rats [40,41]. Sulforhodamines cross the blood brain barrier and
astrocytes are stained directly via their endfeet. We then achieved
sagittal living brain slices and loaded them with intravital Hoechst
33342. Sulforhodamine 101 (SR101) staining showed astrocytes to
be uniformly distributed throughout the SNr (Fig. 2B) with similar
morphology when compared to S100B immunostaining (Fig.
S1A). We found that SR10l-stained astrocytes accounted for
65.0+7.2% of total SNr cells (=06 slices from 3 rats; 48 fields;
Fig. 2C).

A major advantage of SR101 staining is that it can be combined
with Fluo-4 AM loading in acute living slices for calcium imaging.
Thus, we showed that among these SR101-stained astrocytes,
76.2%6.6% were loaded with Fluo-4 (n=6 slices from 2 rats;
Fig. 2D). Moreover, in our conditions, 98.0%2.2% small (less than
10 um) Fluo-4 loaded cells were astrocytes (SR101 stained cells;
n =6 slices from 2 rats; Fig. 2D), indicating that almost all the cells
subsequently recorded were astrocytes. Microscopic analysis of the
Fluo-4 labeled slices confirmed that, compared to neurons, the
astrocyte cell bodies were smaller and more strongly labeled by
Fluo-4, probably due to their greater ability to take up or
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Figure 1. Subthalamo-nigral and pallido-nigral anatomic connections are preserved in sagittal slices. (A) Schematic diagram of the area
of interest (right panel) in a sagittal brain slice (left panel, modified from [33]) showing the location of the STN (indicated as STh), GPe (MGP) and SNr
(SNR). (B) A Dil crystal was placed in the SNr (depicted by the asterisk in the bright field image, left part) and the slice was incubated for 4 weeks at
room temperature. Dil diffused towards STN and GPe (epifluorescence image on the right). (C) Higher magnification of the region indicated by the
white rectangle on image B showing subthalamo-nigral and pallido-nigral projections. In some cases, Dil tracing showed retrograde labeling of some

cells in the STN (inset, white arrows).
doi:10.1371/journal.pone.0041793.g001

hydrolyze AM-ester dyes. This allowed us to distinguish between
the two cell populations on morphological criteria, as already
reported for mouse cortex [42].

The remaining SNr cells corresponded to other glial cell
populations and were composed of 10=3% NG2 positive cells
(n=5 tissue sections from 2 rats), 13+£4% oligodendroglial-derived
lineage cells (Olig 2 immunostainings; 7 =10 tissue sections from 3
rats) and 7*4% microglial cells (Ox-42 immunostainings; n=06
tissue sections from 3 rats).

Astrocytes display spontaneous calcium activities in
physiological conditions

In order to assess the impact of astrocytes on SNr output
activity, we first recorded spontaneous calcium activity using
calcium imaging on rat sagittal brain slices at the subthalamo-
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pallido-nigral level. On average, individual movies (field of view
around 600 x300 um) included 66.3%15.3 astrocytes (n = 54 slices;
neurons were excluded on the basis of morphological criteria). In
basal conditions, 30.8%£14.5% of the SNr dye-loaded astrocytes
displayed spontancous calcium activity during a five-minute
recording period (Fig. 3A-D; n= 54 slices from 29 animals, 3330
cells). This proportion increased with the recording period (64 %
astrocytes displayed calcium activity when observed for a
30 minute-period, Fig. 3E) suggesting that most of astrocytes
display spontaneous activity. In active astrocytes, the calcium
signal had a mean duration of 23.5+6.8 s with a mean amplitude
of 0.19%+0.06 (AF/F,, arbitrary units). It occurred at a frequency
of 0.37%£0.07 event/min (n=54 slices, 3330 cells). Synchronous
activity was observed in 2.6% spontaneous active astrocytes.
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Figure 2. Characterization of SNr cell populations and Fluo-4 loaded cells. (A) NeuN staining (green) labels few cells within SNr. Nuclei are
identified by TO-PRO staining (blue). Merged image showing the proportion of neurons within the SNr (right panel). (B) Two-photon multistack (40
slices at 2 um spacing) mosaic reconstruction of SNr astrocytes and vessels in an acute brain slice 2 h after sulforhodamine 101 (10 mg/ml)
intravenous injection (100 ul/50 g body weight). Antero-posterior (AP) and medio-lateral (ML) orientations are shown in the upper right part of the
figure. (C) Bi-photon imaging of sulforhodamine 101 (red) and Hoescht 33342 (blue) in the SNr. Merged image showing the proportion of astrocytes
within the SNr (right panel). (D) Representative confocal images of SR101-labeled (red) and Fluo-4-loaded (green) cells in the SNr of a sagittal acute
slice of rat brain. Merged image showing sulforhodamine 101 and Fluo-4 staining within the SNr, confirming that most of the loaded cells are

astrocytes.
doi:10.1371/journal.pone.0041793.g002

We assessed the autonomous part of spontaneous calcium
activity recorded in astrocytes (ie. independent of neuronal
activity) by incubating slices with tetrodotoxin (T'TX, 500 nM)
to block neuronal transmission. The effect of TTX was analyzed
on a 5 minute recording and compared to a previous recording of

@ PLoS ONE | www.plosone.org

calcium activity performed in the same area just before treatment.
The inhibitory effect was then compared to a control experiment,
performed in the same conditions but without drugs, and
normalized. In presence of TTX, the proportion of astrocytes
displaying  spontaneous significantly

activity ~ was lower
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Figure 3. SNr astrocytes display spontaneous calcium activity that is partly dependent on neuronal activity. (A) Fluo-4 loaded cells in
the SNr area of a rat sagittal acute slice. Only small cells (astrocytes, less than 10 um in diameter) were loaded. GABAergic and dopaminergic neurons
(with cell bodies from 20 to 40 um in diameter [70]) were not labelled in most cases. (B) Distribution of active (red frames) and non active (white
frames) ROIs within the slice shown in A. (C) Example of typical fluorescence variations recorded in four SNr astrocytes. (D) Raster plot of fluorescence
peaks detected in active ROIs described in B. (E) Example of the cumulative progress of the proportion of active astrocytes during recording over 5,
10, 15, 20, 25 and 30 minutes. (F) Effect of 500 nM TTX (n=13 slices; p<0.001) or 2 uM thapsigargin (Thapsi, n=7 slices; p<0.001) on the

spontaneous calcium activity of astrocytes in the SNr.
doi:10.1371/journal.pone.0041793.g003

(52.0£9.9% inhibition; p<<0.001; n=13 slices from 10 rats, 908
cells; Fig. 3F) indicating that astrocytic calcium activity partially
depends on neuronal activity. In the residual active astrocytes,
TTX had no effect on calcium activity parameters (such as
frequency, duration and amplitude) suggesting that this remaining
calcium activity is totally independent of neuronal activity.
Moreover, a separate analysis of TTX-sensitive and TTX-
insensitive cells performed in the first recording movie (.e. without
TTX) revealed no obvious difference in the pattern of calcium
signaling between these two sub-populations. As in basal
conditions, no synchrony between active cells was observed in
the presence of TTX.

Incubation of slices with thapsigargin (2 uM during 30 minutes;
a Ca®" store depleting agent) significantly decreased the number of
active astrocytes (72.4+9.1% inhibition; p<<0.001; n=7 slices from
5 rats; 738 cells; Fig. 3F). This suggests that Ca®" stores constitute
the main route for the astrocytic calcium activity but extracellular
Ca®* source may also be involved.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

These data provide the first evidence of spontaneous calcium
activity in the astrocytes of the SNr in basal conditions. Half of this
spontaneous activity is autonomous; the other half depends on
neuronal activity.

Glutamate and GABA receptors mediate calcium signals
in SNr astrocytes

The most widely accepted mechanism for astrocytic Ca?*
increase is dependent on G protein-coupled metabotropic
receptors that leads to release of intracellular InsPs-activated
Ca®" stores [43]. Alternatively, extracellular Ca>* may enter the
cell through ionotropic receptors (e.g. glutamate receptors) or
voltage-gated calcium channels [19]. Given the large amounts of
glutamate and GABA released within the SNr, we first charac-
terized the receptors and channels expressed by SNr astrocytic
cells, by applying glutamate and GABA (leading to a calcium rise
in glial cells since its action on GABA, receptors leads to a
membrane depolarization in these cells [44]). Bath applications of
glutamate (100 uM) induced a calcium increase in 59.3+8.8%
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Figure 4. SNr astrocytes AMPA, mGlu and GABA, receptors are involved in calcium spontaneous activity. (A) Example of two typical
fluorescence variation profiles recorded in SNr astrocytes when 100 uM glutamate was perfused in the bath. (B) Histogram of the percentage of
loaded SNr astrocytes responding to the application of 100 uM glutamate (n=15) and the effect of 500 nM TTX (n=12; p=0.317), 10 uM CNQX
(n=8; p<<0.001), 100 uM LAP-3 (n=11; p=0.005), 50 uM AP-5 (n=4; p=0.453) or a cocktail containing 10 uM CNQX+100 uM LAP-3+50 uM AP-5
(n=4; p=0.001) on this glutamate-induced effect. (C) Typical fluorescence variations recorded in a SNr astrocyte when 20 uM GABA was perfused in
the bath. (D) Histogram of the percentage of loaded SNr astrocytes responding to the application of 20 uM GABA (n=18) and the effect of 500 nM
TTX (n=7; p=0.215), 20 uM BMI (n=7; p=0.02) or 100 uM saclofen (n=8; p =0.948) on this GABA-induced effect. (E) Typical fluorescence variations
recorded in two SNr astrocytes before and after incubation with a cocktail containing 10 pM CNQX+100 uM LAP-3+50 uM AP-5. (F) Histogram
showing the effect of a cocktail containing 10 uM CNQX+100 uM LAP-3+50 uM AP-5 (n=10; p<<0.001) or 20 uM BMI (n=7; p=0.003) on the
spontaneous calcium activity of astrocytes in the SNr. The inhibitory effect is normalized with respect to control residual activity. ¥, p<<0.05; **, p<<0.01
and ***, p<<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0041793.9004

SNr astrocytes (Fig. 4A; n=15 slices, 888 cells). Using the same To identify the molecular actors responsible for the induced
conditions, GABA (20 uM) induced a calcium rise in 23.5+8.0% calcium responses, we applied specific inhibitors of the agonists
SNr astrocytes (Fig. 4C; n= 18 slices, 1053 cells). tested. CNQX (10 uM), an AMPA receptor inhibitor, significantly

These agonist-induced calcium responses may reflect a direct decreased the glutamate-induced response (55.3+4.0% inhibition;
effect on astrocytic receptors and/or an indirect effect via neuronal $<<0.001; n=38 slices, 346 cells). LAP-3 (100 uM), a group I
receptors leading to secondary transmitter release. We therefore mGluR inhibitor also significantly decreased the glutamate-

blocked neuronal transmission with TTX (500 nM) and observed induced response (31.5%4.6% inhibition; p=0.005; n=11 slices,
that it did not inhibit the astrocytic calcium response induced by 552 cells; Fig. 4B), whereas AP-5 (50 uM), a selective NMDAR
glutamate or GABA suggesting a direct action of these mediators inhibitor, had no significant effect (9.5%5.1% inhibition; p = 0.453;
on astrocytic receptors (Fig. 4B and D; n=12 and 9 slices n=4 slices, 130 cells). The combination of these glutamate
respectively; p=0.32 and 0.21 respectively). receptors inhibitors (CNQX 10 uM, LAP-3 100 uM, AP-5
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50 uM) produced an additive significant decrease on the
glutamate-induced  Ca®"  response  (84.0+7.7% inhibition;
p=0.003; n=4 slices, 332 cells; Fig. 4A). We confirmed the lack
of response dependent on NMDAR in SNr astrocytes by applying
NMDA 100 pM with TTX 500 nM (2.6%=1.2% active astrocytes,
n==6 slices, 122 cells). Bicuculline (BMI, 20 pM; an inhibitor of
GABA, receptors) significantly decreased the GABA-induced
Ca?* response (77.2%15.8% inhibition; p=0.02; n=7 slices, 490
cells; Fig. 4D) while 2-hydroxysaclofen 100 uM (an inhibitor of
GABAg receptors) had no significant effect (12.1%2.4% inhibition;
p=0,948; n=8 slices, 328 cells; Fig. 4D), suggesting that GABAp
receptors are poorly expressed by SNr astrocytes.

These pharmacological data provide strong evidence for the
expression of AMPA, mGlu and GABA, receptors by SNr
astrocytes, all of which being potentially involved in calcium
signaling in these cells.

Contribution of glutamate and GABA to the spontaneous
calcium activity of SNr astrocytes

As shown above, the subthalamo-nigral and pallido-nigral
pathways were partially preserved in sagittal slices. As neurons are
known to be spontaneously active in these nuclei, even in slice
preparations [2,45], SNr activity is constantly modulated by the
balance between GABA and glutamate, originating from the GPe
and STN, respectively. This balance could also potentially
influence astrocytic activity within the SNr, as these cells were
found to express the required receptors. As only half of the
spontaneous calcium activity of astrocytes is autonomous within
SNr, we investigated the relative contribution of glutamatergic and
GABAergic influences to the non-autonomous part of spontaneous
calcium activity. The application of a combination of glutamate
receptors inhibitors (10 uM CNQX, 100 uM LAP-3, 50 uM AP-
5) inhibited 63.6%11.1% active astrocytes within the SNr (Fig. 4E
and F; p<<0.001; =10 slices from 7 rats, 629 cells). Bicuculline
20 uM  (BMI) inhibited 47.7%£18.8% spontaneous active SNr
astrocytes (p=0.003; n=7 slices from 5 rats, 447 cells).

Thus, like SNr neurons, SNr astrocytes display spontaneous
activity that is partially dependent on the release of GABA and
glutamate within the SNr.

Modulation of the activity of astrocytes by electrical
stimulation of the STN

STN-HFS is a remarkable tool for alleviating the motor
symptoms of advanced Parkinson’s disease but the cellular
substrates responsible for these promising results remain a matter
of debate. STN-HFS may produce its effects by activating the
axons of STN neurons, STN afferents or fibers passing close to the
stimulation site, leading to the release of glutamate and/or GABA
within the SNr [15,16,17,35]. In normal rats, STN-HFS generates
concomitant excitatory-inhibitory synaptic currents in SNr neu-
rons by recruiting efferent and passing fibers [34]. Depending on
the amplitude and frequency used, electrical stimulation has been
shown to differentially impact the glutamate and/or GABA release
within SNr [16,46]. These data raised questions about the effects
of STN electrical stimulation on the activity of SNr astrocytes in
sagittal slices. We applied bipolar electrical stimulation to the STN
during a 5 minute recording period, varying amplitude or
frequency parameters. First, using a stimulation frequency of
100 Hz, we varied the amplitude (Fig. 5A). We prior checked that
single STN electrical stimulations were effective to induce
postsynaptic currents in SNr neurons in our conditions. At
100 pA, STN-HFS triggered a significant decrease in the
proportion of active astrocytes in the SNr (70.8%£10.6%;
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p=0.011; =9 slices from 7 rats, 514 cells). At 200 pA, a
significant increase in the proportion of active astrocytes was
observed (153.4%42.3%; p=0.008; n= 15 slices from 12 rats, 1006
cells). This significant increase also occurred for an amplitude of
400 pA (148.2£38.2%; p=0.004; n= 14 slices from 10 rats, 867
cells) but was not observed at an amplitude of 500 pA
(108.1%+18.7%; p=0.375; n= 8 slices from 6 rats, 619 cells). Thus,
like SNr neurons, astrocytes were differentially affected by STN-
HFS induced imbalance in glutamate/GABA release.

In a second series of experiments, we set the amplitude at
400 pA and varied the frequency (Fig. 5B). At a low frequency
(10 Hz), STN electrical stimulation had no effect on the
proportion of active astrocytes (89.3%£22.5%; p=0.896; n=15
slices from 11 rats, 684 cells). Similarly, at 230 Hz, STN electrical
stimulation did not induce any significant effect on the number of
active astrocytes (114.7+44.8%; p=0.817; n=> slices from 4 rats,
183 cells).

Whatever the stimulation parameters used no significant
difference in calcium signal duration, frequency or amplitude
was observed when electrical stimulation was delivered to the
STN. When STN-HFS was applied, the delay of occurrence of the
first calcium event in active astrocytes was 110.7+x8.0s (n=9
slices, 121 active cells). This delay was not significantly different
from the one measured without STN-HFS (106.1%29.4 s;
p=0.537; n=9 slices, 94 active cells). No synchronous activity
between active astrocytes was highlighted during STN electrical
stimulation. Thus, only the percentage of active astrocytes was
affected by STN-HFS and these newly active astrocytes were
recruited all along the STN-HFS period (Fig. 5D and E).

At the end of the STN-HFS period, applied at an efficient
amplitude (200400 pA), the proportion of active astrocytes
returned to its basal level and no residual effect was observed
during a 5 minutes recording post STN-HFS (91.2+12.0%
residual activity; p=0,383; n=7 slices from 6 rats, 369 cells;
Fig. 5D and E).

When the electrode was placed outside the STN, just to the side
of the internal capsule or in a medial position, no significant
response was observed within the SNr. Moreover, when TTX
(500 nM) was applied locally in the SNr during STN electrical
stimulation (100 Hz, 200 pA), we observed a significant inhibition
of the SNr astrocytic calcium activity (24.9%7.2% remaining
active astrocytes; p=0.001; n=9 slices, 463 cells; Fig. 5C). This
residual effect corresponds to the autonomous part of the
astrocytic activity. This implies that the observed effect was
specifically due to the stimulation of subthalamo-pallido-nigral
projections rather than to electrical field diffusion.

Thus, when the parameters used corresponded to those
routinely used in parkinsonian patients (with the amplitude
adapted to the size of the rat STN [46,47] ze. 200 to 400 pA),
electrical stimulation of the STN induced significant astrocyte
activation in the SNr as testified by the increase in the proportion
of astrocytes displaying intracellular calcium variations. This
activation did not persist when STN-HFS is switched off.

Involvement of astrocytic AMPA, mGlu and
GABA receptors in the increase of SNr astrocytic calcium
activity induced by STN-HFS

In order to assess the implication of GABA and glutamate
release in the modulation of the astrocytic calcium response
triggered by STN electrical stimulation, we locally inhibited these
transmitter receptors and compared the effect of STN electrical
stimulation (100 Hz, 200 pA) on calcium response in the SNr
without inhibitor application. We investigated whether the
calcium response was dependent on glutamate by locally applying
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Figure 5. SNr astrocytic calcium activity is modulated by STN electrical stimulation. (A) Proportion of loaded astrocytes in the SNr
displaying calcium activity during five minutes of STN-HFS (100 Hz) at an intensity of 100 pA (n=14; p=0.011), 200 pA (n=15; p=0.008), 400 pA
(n=14; p=0.004) or 500 puA (n=8; p=0.375). (B) Proportion of loaded astrocytes in the SNr displaying calcium activity during 5 minutes of STN
electrical stimulation at 400 pA with a frequency of 10 Hz (n=15; p=0.896), 100 Hz (n=14; p=0.004) or 230 Hz (n=5; p=0.817). The effect of STN
electrical stimulation was normalized with respect to control residual activity. (C) Percentage of SNr astrocytes responding to STN electrical
stimulation (100 Hz, 200 pA) in the presence of ACSF (SHF; n=9), 500 nM TTX (n=9; p=0.001), 10 uM CNQX (n=9; p<0.001), 100 uM LAP-3 (n=8;
p=0.01), 50 uM AP-5 (n=13; p=0.121), 20 uM bicuculline (BMI; n=30; p<<0.001) or 100 uM saclofen (n=7; p=0.266). Inhibitory effects were
compared to a first recording under STN-HFS in the same area. *, p<<0.05; **, p<<0.01 and ***, p<<0.001. (D) Typical fluorescence variations recorded in
two SNr astrocytes before, during (gray background) and after STN-HFS (100 Hz, 400 pA) (E) Raster plot of fluorescence peaks detected in active ROIs
before, during (gray background) and after STN-HFS (100 Hz, 400 pA), exemplifying that only the number of active cells is enhanced while the
frequency in active cells is not affected. Newly active cells during STN-HFS are depicted in red.

doi:10.1371/journal.pone.0041793.g005

glutamate receptor inhibitors in the SNr. CNOX (10 uM) CNOQX alone. These data suggest that an increase in glutamate
decreased the astrocytic calcium response induced by STN-HFS release within the SNr during STN electrical stimulation is partly

(31.1%6.0% remaining active astrocytes; p#<<0,001; n=9 slices, 505 responsible for the astrocytic calcium response.
cells). LAP-3 (100 uM) also significantly decreased the SNr Local application of bicuculline (BMI, 20 uM) to the SNr
calcium response (47.5%7.2% remaining active astrocytes; significantly decreased the SNr astrocytic calcium response to

p=0.01; n=28 slices, 352 cells), whereas AP-5 (50 uM) had no STN electrical stimulation (27.1+3.8% remaining active astro-
significant effect (75.03%9.2% remaining active astrocytes; cytes; p<<0.001; n=24 slices, 1495 cells; Fig. 5C), indicating that
p=0,121; n=13 slices, 487 cells). Application of a cocktail of GABA is also involved in the STN-HFS effect on astrocytes within
glutamate receptor inhibitors (CNQX 10 pM, LAP-3 100 uM, the SNr through GABAAR activation. In the same conditions, 2-
AP-5 50 uM) to the SNr induced a significant decrease in the hydroxysaclofen (100 uM) failed to significantly inhibit the STN
number of responding cells (34.2+4.9% remaining active astro- electrical stimulation effect (72.6=11.6% remaining active astro-
cytes; p<0.001; n=11 slices, 844 cells), in the same range as cytes; p=10,266; n=7 slices, 380 cells), confirming that GABAgRs
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are not involved in the SNr astrocytic response. Concomitant
applications of glutamate receptor inhibitors and BMI had no
additive inhibitory effect compared to those obtained with each
group of inhibitor (not shown). These results suggest that
glutamate and GABA are both involved in the astrocytic calcium
response induced by STN-HFS. Astrocytic AMPAR, mGIuR and
GABAAR are involved in this activity increase.

Discussion

In this study, we used calcium imaging to monitor SNr
astrocytic calcium activity and the effects of modulating some of
the basal ganglia networks that are known to influence the
regulation of the SNr output activity. We took advantage of the
sagittal brain slice preparation that preserved the pace-maker
activity of the STN-GPe-SNr loops to modify its activity and
investigate the impact of STN electrical stimulation on the activity
of SNr astrocytes. SNr astrocytes displayed spontaneous calcium
activity in basal physiological conditions. About half (48%) of this
activity was found to be autonomous (z.e. independent of neuronal
activity) while the other half is dependent on the spontaneous
release of glutamate and GABA, probably under the control of the
STN- SNr and GPe-SNr pathways. Changes of the activity of
STN-GPe-SNr loops (induced by STN electrical stimulation)
affected this astrocytic calcium activity in a consistent way to the
amount of current delivered to the STN. Astrocytic AMPAR,
mGluR and GABAAR are involved in the specific response of SNr
astrocytes when STN is electrically stimulated. Thus, in physio-
logically preserved active loops, astrocyte activity is affected by
glutamate/ GABA release as is SNr neuronal output activity.

Technical considerations and validity of the model

The excitability of astrocytes is mediated by increases in the
intracellular Ca** concentration [22]. Calcium imaging provides
readout of this cell excitation, monitoring the activities of dozens of
cells simultaneously. Its use on brain slices makes it possible to
study cells in a physiological context, preserving some networks
and environmental background. Astrocytes represent the major
cell population in the SNr but their role remains unclear. In our
loading conditions, few neurons were loaded in the SNr allowing
specific study of the activity of astrocytes. However, we showed
that most of the SNr neuronal cells in the brain slice were
functional even if they were not loaded.

Sulforhodamine stainings revealed that more than 98% of SNr
recorded cells were astrocytes, meaning that involvement of other
glial cells may be considered insignificant.

The sagittal slice allows study of the communication between
astrocytes and neurons in an integrated loop endowed with
spontaneous pace-maker activity. A major point is that we can
modulate the SNr activity by electrically stimulating a distant
nucleus (e.g. STN). These nuclei (STN, GPe and SNr) are of major
importance within the basal ganglia network in physiological or
pathological conditions (e.g. Parkinson disease) and are at the heart
of the most famous example of a functional restoration of the
network activity by STN-HFS. Thus, this model will be very useful
for deciphering the nature of neuron-astrocyte communication
within the SNr, in physiopathological conditions and under STN-
HF'S. More often, non physiological or direct stimulations were
used in astrocyte studies in other brain areas [48,49,50].
Modulating  STN-GPe-SNr loops with STN-HFS allows to
interact in a physiological way with SNr astrocytes.

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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Evoked and autonomous spontaneous astrocytic calcium
activity

We showed that only 48% of astrocytic calcium activity in the
SNr is autonomous, ze. independent of neuronal activity. In other
brain structures such as the hippocampus [48,51] and somato-
sensory cortex [52], astrocytic calcium activity is known to be
totally independent of neuronal activity and is therefore consid-
ered autonomous. Indeed, in these structures, there is no tonic
spontaneous release of neurotransmitters at rest. The spontaneous
pace-maker activity of STN-GPe-SNr loops and the continual
release of glutamate and GABA within the SNr, probably account
for the distinctive nature of the spontaneous calcium activity in
SNr astrocytes, fitting with their environment and sensing the
neurotransmitter released. Thus, the existence of two different
modes of spontaneous Ca?' signaling within astrocytes, i.e.
autonomous and activity-evoked, should have specific physiolog-
ical roles fitting with astrocyte function in SNr [53].

The evoked part of spontaneous calcium activity is dependent,
at least, on glutamate and GABA release within the SNr.
GABAergic pallidal activity, glutamatergic STN activity and/or
GABAergic intranigral activity may potentially contribute to this
evoked basal glial calcium activity. Irn vivo, neurochemical data
have shown that, within intact SNr, the extracellular glutamate
concentration is 16 times higher than GABA [54]. Indeed, the
proportion of glutamate-responding astrocytes is significantly
higher than the proportion of GABA-responding astrocytes
(59.3£8.8% versus 23.5%£8.0%; p<<0,001). This heterogeneity in
astrocytic sensitivity might depend on their proximity to intrani-
gral axon collaterals, GPe-SNr or STN-SNr projections, as
described in hippocampus [55]. The major input to GABAergic
SNr neurons arises from STN whereas GABAergic projections
from GPe are fewer [56,57]. This particular astrocyte sensitivity
will be further explored in pathological situations where the
GABA/glutamate balance is disrupted.

Moreover, transmitters such as serotonin, endocannabinoid and
dopamine could also be involved in part of this evoked
spontaneous activity. We will further explore the contribution of
these pathways to neuron-astrocyte communication within SNr.

Imbalance of the STN-GPe-SNr loops through STN
electrical stimulation

Given the importance of the GABA/glutamate balance in the
SNr output activity [13,14,15], studies on the effect of this balance
on glial cell-dependent neuromodulation are of great interest. The
efficacy of STN-HF'S for alleviating Parkinson’s disease symptoms
has highlighted the value of treatment strategies bypassing the
dopamine system to restore balance in the basal ganglia motor
circuitry. In vivo, neurochemical data have shown that electrical
stimulation of STN at clinical parameters induces an increase of
both glutamate and GABA contents in the SNr of intact rats [15].
These data have been confirmed by electrophysiological studies
performed in rats [13,34] and monkeys [58] demonstrating a
concomitant excitatory and inhibitory effect of STN-HFS on SNr
neuronal activity mediated by glutamate and GABA action. These
complex effects are known to depend on current intensity [34,46]
and frequency [11,16]. In vivo, a weak current intensity (<60 pA)
did not affect extracellular glutamate and GABA levels in SNr of
intact rats,[46]. In our model, we showed that a weak intensity
(100 pA) significantly decreased the proportion of active astrocytes
in the SNr. This could be due to an imposed decrease of the
activity pattern of STN neurons as reported in rat brain slices at
such a low intensity [11]. On the contrary, when intensities are
close to clinical parameters, STN-HFS is known to impose a new
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activity pattern on STN neurons [11] together with activation of
pallidonigral fibers and the intranigral axon collaterals of SNr cells
[13] leading to concomitant glutamate and GABA release in SNr
during the stimulation period [46]. In agreement with these data,
we found that the proportion of active astrocytes significantly
increased at 200 and 400 pA. This increase was due to the
activation of astrocytic AMPA, mGlu and GABA, receptors.
Thus, there is a window of STN-HFS intensity that enhances
calcium activity in astrocytes through an increase of GABA and
glutamate release. Higher intensity (500 pA) had no effect on the
astrocyte calcium activity even though an effect on SNr neuronal
activity has been reported in rat brain slices [34].

In the same way, it has been shown that low frequency (10 Hz)
STN electrical stimulation did not modify ongoing STN activity
[11] and did not affect glutamate and GABA levels within SNr in
intact rats [33]. Concordantly, we showed that low frequency
(10 Hz - 400 pA) STN electrical stimulation had no effect on the
proportion of active astrocytes. At 350 Hz, it has been reported
that only GABA increased, due to a differential recruitment of
STN and GPe fibers [16]. In our model, at 230 Hz (we could not
go further without damaging the slice) there is no effect on the
proportion of active astrocytes. It is possible that the frequency
threshold to recruit only GPe fibers was not reached. It could also
be due to a differential distribution of nearby GABAergic
projections from GPe uvs intranigral axon collaterals or to
regionalization of GABA,R within astrocytes leading to a lesser
sensitivity of SNr astrocytes to GABA release from GPe.

Altogether these results reveal that modification of GABA/
glutamate release strongly affect not only neurons but also the
activity of the astrocytic compartment. Only the proportion of
active astrocytes is enhanced suggesting a supplemental recruit-
ment of astrocytes, potentially close to activated synapses. This
recruitment is concomitant with STN-HFS and did not persist
after the STN-HFS has been switched off. Thus, the additional
calcium signaling may activate specific astrocytic pathways
suggesting functional consequences on overall activity of SNr.

Functional relevance

Calcium is considered as a key second messenger in astrocyte-
neuron communication. Astrocytes use a different language, a
different way of getting input and output, on a totally different
timescale from neurons but superimposed with it. The functional
consequence on the information leaving the SNr might be
complex to decipher. Modulating the astrocytic calcium activity
in a physiological loop would allow the study of its impact on SNr
neuronal signaling. Astrocytes are involved in various and
ubiquitous functions within the brain, some of them being
calcium-dependent [39]. Indeed, astrocytic calcium activity has
been involved in short-term and long-term plasticity [59] but a
better understanding of calcium dynamics, signaling and glio-
transmitter release is necessary to underline calcium as the key
second messenger in astrocyte-neuron communication and neu-
ronal plasticity in Parkinson disease. Few studies have focused on
the involvement of astrocytes in the basal ganglia network activity.
In normal rats, it has been shown that astrocytes, via the uptake of
neurotransmitters, increase the strength of filtering operated
through striatal medium spiny neurons [60]. In parkinsonian
monkeys, a significant expansion of the astrocyte coverage has
been described in glutamatergic striatal synapses providing
evidence for compensatory changes that affect both neuronal
and astrocytic elements in striatum, suggesting an active role in
transmitter homeostasis [61]. Optogenetic studies, performed in
hemiparkinsonian rats, reported that light stimulation of STN
astrocytes inhibited neuronal firing in STN although no motor
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consequences were observed [62]. Thus, it becomes crucial to fully
take into account and investigate the contribution of astrocytes in
the physiology and pathophysiology of the basal ganglia output
structures. Combining calcium imaging, patch-clamp experiments
and physiological modification of the STN-GPe-SNr loop activity
will allow us to go further in this field.

Conclusion

The originality of this study lies in its novel approach,
complementary to the traditional research route focusing mainly
on the influence of neurons within pathophysiological mecha-
nisms. More specifically, it brings new insight concerning the role
of astrocytes in deep brain stimulation mechanisms. STN-HFS
affecting SNr astrocytic calcium activity suggests a potential
functional role for astrocytes in pathophysiological processes
concerning this basal ganglia output structure. The glutamate/
GABA balance is already known to be of major importance in the
regulation of SNr neuronal activity, mainly through the drastic
effects of its deregulation. For the first time, we show that
modification of glutamate and GABA release also has a strong
impact on astrocyte activity. The actual knowledge on neuron-
astrocyte communication prods us into hypothesize that astrocytes
could be effective partners in the modulation of SNr neuronal
activity and in counteracting abnormal neuronal activity within
the basal ganglia network. The next step will be to further study
the impact of the astrocytic calcium activity on the SNr output
neuron activity either in physiological or in dopamine denervation
conditions.

Materials and Methods

Slice preparation

Sagittal slices containing the rostral midbrain (300 pm thick)
were prepared from young male Sprague-Dawley rats (postnatal
days 17-21; Janvier, Le Genest St Isle, France). In compliance
with the European Community Council Directive of November
24, 1986 (86/609/EEC), research involving animals has been
authorized by the Direction Départementale de la Protection des
Populations, Préfecture de I'Isére, France (M. Albrieux, PhD,
permit number 38 10 22; S. Boisseau, PhD, permit number 38 09
35). Moreover, all animal procedures were carried out in
accordance with the French guidelines on the use of living
animals in scientific investigations with the approval of the
“Grenoble Institute of Neurosciences ethical committee” (agree-
ment number 004). Every effort was made to minimize the
number of animals used and their suffering during the experi-
mental procedure. Rats were killed by decapitation and their
brains were removed rapidly and cut into slices with a vibratome
VT10008 (Leica, Wetzlar, Germany) in cold low Ca®*-high Mg?*
artificial cerebral spinal fluid (ACSF) containing: 126 mM NaCl,
2.5 mM KCI, 7 mM MgCly, 0.5 mM CaCly, 1.2 mM NaHyPOy,,
25 mM NaHCOg, 11 mM D-glucose, bubbled with 95% O4/5%
COs. Sagittal slices containing the GPe, the STN and the SNr
were placed in ACSF (126 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 1.2 mM
MgSOy, 2.5 mM CaCly, 1.2 mM NaH,PO,, 25 mM NaHCOs,
11 mM D-glucose) saturated with 95% Oy/5% COy and
supplemented with 1 mM sodium pyruvate at room temperature,
for a recovery period [63].

Projection tracing

We checked the integrity of the STN-SNr and GPe-SNr
pathways on the sagittal slices by injecting Dil into these nuclei.
We fixed acute slices in 4% paraformaldehyde solution (Electron
Microscopy Science, Hatfield, Pennsylvania, USA) overnight at
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room temperature. We then placed crystals of Dil (1,1'-
dioctadecyl-3,3,3",3'-tetramethylindocarbocyanine  perchlorate,
Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) on the STN or the
SNr for anterograde or retrograde labeling. Slices were washed
twice, for 10 minutes each in 0.1 M PB (0.1 M potassium
phosphate and 0.019 M sodium phosphate; pH 7.2), then kept
in the dark at room temperature for 4 weeks [64].

Cell viability

In some experiments, cell viability was estimated at various
stages of the slicing, loading and recording protocol, by propidium
iodide staining (0.75 uM; Sigma-Aldrich) for 1 minute. The slices
tested had previously been incubated with Hoechst 33342 (5 uM;
Molecular Probes) for 30 minutes in the dark. Images were
acquired with an upright compound microscope (Eclipse E600
FN, Nikon, Paris, France) equipped with a water immersion 20 x
objective (NA 0.5) and a confocal head (confocal C1 head, Nikon,
Paris, France).

Immunostaining

Postnatal day 20 rats (n=6) were anesthetized with chloral
hydrate (0.5 ml/100 g) and killed by transcardiac perfusion with
10 ml phosphate buffer saline (PBS, 0.1 M) followed by 35 ml 4%
paraformaldehyde (Electron Microscopy Science, Hatfield, Penn-
sylvania, USA). Brains were quickly removed from the skull after
the perfusion and postfixed in 4% paraformaldehyde at 4°C
overnight. Brains were then rinsed in 20% sucrose (Sigma) for
48 h, frozen in dry ice (—40°C) and stored at —80°C until use.
Sagittal tissue sections at the SNr level (20 um) were cut on a
cryostat (HM 500 M, Microm, Francheville, France) and collected
in antifreeze solution. Floating sections were washed in TBS buffer
(0.1 M Tris Base, 0.15 M NaCl) and blocked by incubation with
3% normal goat serum (NGS, Interchim, Montlugon, France) in
TBS-TX (0.1 M Tris Base, 0.15 M NaCl, 0.2% Triton X-100) for
30 minutes (dilution/blocking buffer). Tissue sections were then
incubated overnight at 4°C with following antibodies: neuron-
specific anti-neuronal nuclei antibody [NeuN, Chemicon (Chemi-
con Europe, Hants, UK), 1:500 in TBS buffer with 1% normal
goat serum (dilution buffer)], anti-S100B antibody (Sigma), 1:100
in dilution buffer, anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP)
antibody [Dako (Dako, Glostrup Denmark)], 1:1000 in dilution
buffer, microglial cell-specific anti-CD11b antibody [Ox-42,
AbCys (AbCys, Paris, France) 1:100 in dilution buffer], oligoden-
drocyte lineage-specific anti-Olig 2 antibody [Millipore (Millipore,
Billerica, MA, USA), 1:100 in dilution buffer], anti-NG2 antibody
(Millipore, 1:100 in dilution buffer). Tissue sections were washed
in TBS-TX and incubated for 2 h at room temperature with the
appropriate Alexa Fluor 488-conjugated (Molecular Probes) or
cyanin 3-conjugated (Jackson ImmunoResearch Laboratories)
secondary antibody, in dilution buffer (1:1000). Sections were
washed in TBS-TX, incubated with TO-PRO-3 iodide (InVitro-
gen, 1:1000) for 20 minutes at room temperature for nuclear
staining, washed in TBS and mounted in Vectashield mounting
medium (Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA, USA). Images
were acquired with a TCS-SP2 confocal setup (Leica, Deerfield,
IL, USA). For illustrations, images were treated (brightness and
contrast adjustments) and merged with Adobe Photoshop CS.

Following calcium imaging, some acute horizontal brain slices
(300 pm thickness) loaded with Fluo-4 were fixed by incubation in
4% paraformaldehyde and 10 mg/ml EDC (1-ethyl-3-(3-dimethy-
laminopropyl) carbodiimide, Sigma) in PBS (31.6 mM NaH,PO4,
68.4 mM NayPO,, 150 mM NaCl) for 1 h at room temperature,
in the dark. EDC fixes calcium chelators, such as Fluo-4 [65].
Immunostaining was then performed as described above.
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Sulforhodamine staining

Sulforhodamine 101 sodium salt (Sigma-Aldrich) was injected
intravenously at a volume of 100 ul using a concentration of
10 mg/ml in saline solution. Animals were briefly anesthetized
using isoflurane in a 70% air, 30% Oy gas mixture for the
intravenous injection (100 ul/50 g body weight). After 2 h, the
rats were decapitated and their brains were rapidly removed.
Acute sagittal brain slices were sectioned as described above.

When required, slices were loaded with Hoechst 33342 (5 uM;
Molecular Probes) for 30 minutes to stain cell nuclei. Stained slices
were then placed in a constantly perfused chamber (ACSF
bubbled with 95% O3/5% COy) on the stage of a two-photon
laser scanning microscope (TPLSM 7 MP, Zeiss, Germany)
equipped with a 20 x water-immersion objective (NA 1.0; Zeiss)
and images were acquired with ZEN 2009 software. Laser
excitation at 800-900 nm was carried out with a Ti:Sapphire
laser system (Chameleon vision II; Coherent, UK). The excitation
wavelengths used for the sulforhodamine dye and Hoechst were
respectively 880 nm and 750 nm.

In some experiments, slices were loaded with Fluo-4 AM (5 puM;
Molecular Probes) for 30 minutes and placed in a constantly
perfused chamber (ACSF bubbled with 95% O4/5% COy) on the
stage of an upright compound microscope (Eclipse E600 FN,
Nikon, Paris, France) equipped with a water immersion 20X
objective (NA 0.5) and a confocal head (confocal C1 head, Nikon,
Paris, France). SR101 was excited at 543 nm and emission was
filtered with a 605%75 nm filter. Fluo-4 AM was excited with an
argon laser at 488 nm and emission was filtered with a
515%15 nm filter.

Stereological quantification

Acquisitions were performed with a translating platform with
motorized crossed roller stages (8 fields of 425 umx425 um for
each SNr area). Image processing was performed with Image]
software [66]. Multistack (40 slices at 2 pm spacing) mosaics were
reconstructed with the “3D stitching” plugin of Image] [67].
Quantitative analysis was based on a two step procedure. First,
raw images were segmented by adaptive thresholding (Bernsen) to
facilitate automated cell detection. The result was then analyzed
with the “3D object counter” plugin [68] in Image]. The results
are presented as mean *= SEM.

Calcium imaging on brain slices

Brain slices were loaded with the calcium indicator dye Fluo-4
by immersion for 30 minutes at 35°C in a bath containing 5 uM
Fluo-4 AM (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA), 0.005%
Pluronic acid F-127 (Molecular Probes), 0.00025% Cremophor
EL (Sigma-Aldrich) and 0.05% DMSO (dimethyl sulfoxide,
Sigma-Aldrich) in ACSF. The loading chamber was continuously
oxygenated with 95% O3/5% COs. Slices were then placed in
ACSF saturated with 95% O2/5% CO2 and supplemented with
I mM sodium pyruvate, at room temperature for at least
45 minutes before imaging. Next, slices were placed in a
constantly perfused chamber (ACSF bubbled with 95% O5/5%
COy) on the stage of an upright compound microscope (Eclipse
E600 FN, Nikon, Paris, France) equipped with a water immersion
20x objective (NA 0.5) and a confocal head (confocal C1 head,
Nikon, Paris, France). Experiments were initially performed at
both 35°C or at room temperature. No difference in the
percentage of activated cells was observed so, for practical reasons,
most of the experiments were then performed at room temper-
ature. Excitation was achieved with light at 488 nm from an argon
laser and emission was filtered with a 51515 nm filter. Images
were acquired with EZ-C1 software (Nikon, Paris, France), in a
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12-bit encoded format. Images were taken at 800 ms intervals in a
single confocal plane over a period of 5 minutes.

Pharmacological agonists, such as glutamate, NMDA and
GABA (Sigma-Aldrich), or inhibitors, such as tetrodotoxin
(I'TX; Latoxan, Valence, France), thapsigargin (Molecular
Probes), CNQX, L(+)-2-amino-3-phosphonopropionic acid (L-
AP3), D(—)-2-amino-5-phosphonopentanoic acid (AP-5), bicucul-
line (BMI) and 2-hydroxysaclofen (Sigma-Aldrich), were perfused
in the bath. The inhibitory effects of antagonists on spontaneous
calcium activity were assessed by comparison to a first recording of
calcium activity performed in the same area. In these conditions,
the percentage of residual active cells in a control experiment was
not significantly different in the second recording (79.5%=7.4%,
p=0.183, n=18 slices from 11 rats, 1077 cells) and there was also
no significant difference in the calcium signal parameters
(amplitude, duration, frequency). The inhibitory effect of all tested
antagonists was assessed by comparison with this control
experiment and normalization. The evoked effect of glutamate
and GABA on astrocyte calcium activity and the inhibitory effect
of antagonist on exogenous glutamate and GABA applications
were assessed by analyzing the cells on addition of the agonist to
the bath and in the 10 images following agonist addition. The
inhibitory effects of antagonists on STN-HFS induced activity
were compared versus a control group of HFS where two
successive stimulations were applied to the slice. In that case, the
HFS #2 represented 97.3%11.6% of the HFS #1 response
(p=0,570; n=9 slices from 8 rats, 754 cells). In these experiments,
inhibitors were applied locally in order to affect the SNr but not
the STN or GPe.

Quantification and statistical analysis

CalSignal software was used to detect cells and measure their
intracellular Ca®" activity [69]. This software can automatically
detect and track hundreds of cells per slice and carries out
statistical analysis for numerous parameters, analyzing the
fluorescence signal F within each region of interest. Fy was
calculated for each region of interest (ROI) on the recording
period or, when an agonist was applied, it was calculated on the
period before the drug application. Based on the AF/F, ratios,
significant fluorescence variations were detected and their
amplitude and duration were calculated. These data were
exported to SigmaStat software (Systat) for statistical analysis. All
results are presented as mean * SEM. When inhibitors were
applied, each slice was its own control since we compared the
effect of the pharmacological agent tested on spontaneous calcium
activity with an initial recording in the same area during the same
duration before treatment. Statistical analyses were carried out
with Mann-Whitney-Wilcoxon tests with significance levels of *,
$<<0.05; **, p<<0.01 and ***, p<<0.001.

We performed cross-correlation analysis to estimate synchrony
between cells. The cross-correlations between the calcium signals
of couple of cells were calculated at time lags varying between —3
and +3 s using the “crosscoef” function in Matlab. When the
cross-correlation coefficient exceeded 0.7, the cell couples were
considered as synchronous [48].
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We used young rats to optimize Fluo-4 loading. We therefore
checked the possible age-dependence of the recorded response.
We found no significant differences (Kruskal-Wallis analysis) in
cither the percentage of cells displaying spontaneous calcium
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Electrical stimulation procedures

A concentric bipolar stimulation electrode (platinium/iridium;
Frederick Haer & Co., USA) was positioned in the middle of the
STN within the brain slice. The electrical stimulation consisted of
multiple rectangular pulses (0.1 ms duration; 10,100 or 230 Hz) of
constant current (100 to 500 pA) applied during the 5 minute
recording period. These parameters correspond to those routinely
used in parkinsonian patients, but the amplitude was adapted to
the size of the rat STN [46,47]. At intensities above 600 LA at
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Supporting Information

Figure S1 S100B and GFAP immunostainings in the
SNr. (A) Two-photon multistack (9 slices at 2 um spacing) mosaic
reconstruction of S100B immunostaining in the SNr of a fixed
brain slice. Antero-posterior (AP) and medio-lateral (ML) orien-
tations are shown in the upper right part of the figure. (B)
Confocal images of S100B (green) and GFAP (red) immunostained
cells in the SNr of a sagittal section of rat brain. Merged image
showing the proportion of S100B and GFAP positive cells (right
panel). Nuclei are identified by TO-PRO staining (blue). Arrow
indicates a GFAP positive cell that is S100B negative and
arrowheads show several S100B-positive cells that are GFAP
negative.
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1.3. Discussion

Dans cette premicre partie, nous nous sommes intéressés a l’excitabilité calcique des
astrocytes de la SNr, en condition physiologique et lors d'une dérégulation de la balance
glutamate/GABA par la SHF du NST. Dans un premier temps, nous avons caractérisé
l'activité calcique spontanée des astrocytes de la SNr. Cette activité est a la fois autonome (i.e.
indépendante de 1’activité neuronale) et dépendante des libérations spontanées de GABA et de
glutamate au sein de la SNr. D’autre part, nous avons montré que la stimulation a haute
fréquence du NST module ces activités calciques astrocytaires. Plus précisément, la SHF du
NST augmente le nombre d’astrocytes actifs. Cet effet passe par I’activation des récepteurs du
glutamate, de type AMPA et mGlu et des récepteurs du GABA, de type GABAAa. Ces effets
sont dépendants des parametres de stimulation et ne perdurent pas apres l’arrét de la

stimulation.

1.3.1. Considérations méthodologiques

Cette étude a été réalisée en tranches aigiies de cerveau de rat. Le mod¢le de tranche offre de
nombreux avantages. Il permet de maintenir les conditions physiologiques nécessaires a la
survie, aux activités et aux interactions cellulaires. Cela nous a donc permis d’étudier I’un des
aspects de la communication neurone-astrocyte, dans un environnement se rapprochant au
mieux des conditions physiologiques. Par ailleurs, le choix du plan de coupe sagittal nous a
permis d’étudier les communications entre les neurones et les astrocytes au sein de la SNr, en
conservant les influences des boucles subthalamo-nigrale et pallido-nigrale. En effet, les
marquages par dépdts de Dil nous ont permis de vérifier ’intégrité, tout au moins partielle, de
ces voies de projections. Des expériences complémentaires en électrophysiologie nous ont
également permis de nous assurer de leur intégrité fonctionnelle. Ce modele nous a ainsi
assuré un maintien des activités cellulaires (neuronales et astrocytaires) de la SNr, ainsi que
des libérations toniques de GABA et de glutamate au sein de cette structure. Afin de moduler
ces libérations, nous avons stimulé électriquement le NST a faute fréquence. En condition
physiologique, la SHF du NST module la balance entre excitation et inhibition en activant les
fibres subthalamo- et pallido-nigrales. Ces effets ont été décrits in vivo (Windels et al., 2000;
Maurice et al., 2003; Windels et al., 2003) mais également dans un mod¢le de tranche
parasagittale, ou la SHF du NST induit des libérations concomitantes de GABA et de
glutamate dans la SNr (Bosch et al., 2011). En parallele, la technique d’imagerie calcique
confocale nous a permis d’étudier les variations de concentration calcique intracellulaire au
sein des astrocytes, en temps réel. Les cinétiques des mouvements calciques astrocytaires,
relativement lentes, sont en effet compatibles avec des temps d'acquisition de l'ordre de la
seconde. Par ailleurs, nous avons optimisé les conditions de chargement avec la sonde

calcique afin de charger préférentiellement les astrocytes. En effet, grace a 1’identification
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spécifique des astrocytes par la SR 101 nous avons établi que dans notre modele de tranche,
les cellules chargées avec le Fluo-4 sont majoritairement des astrocytes (98% des cellules
chargées en Fluo-4 ont également capté la SR 101). Ainsi, nos conditions nous ont permis
d’étudier les activités calciques des astrocytes, en nous placant dans un contexte se
rapprochant au mieux des conditions physiologiques et en conservant l'activité des boucles

subthalamo- et pallido-nigrales.

1.3.2. Activités calciques des astrocytes de la SNr

Nos résultats révelent la présence d’activités calciques spontanées dans les astrocytes de la
SNr. Des activités du méme type avaient également été¢ décrites dans les astrocytes du
thalamus, du cortex, de I’hippocampe, du striatum, de I’hypothalamus ou encore de la moelle
épiniere (Parri et al.,, 2001; Aguado et al.,, 2002). Les activités calciques spontanées des
astrocytes de la SNr présentent des caractéristiques spatio-temporelles similaires a celles
décrites dans la littérature in vitro (typologie des signaux calciques, parametres de fréquence
et d’amplitude, proportion d’astrocytes actifs durant les 5 minutes d’enregistrement,
implication majoritaire des stocks internes de Ca2+) (Parri et al., 2001; Aguado et al., 2002;
Parri and Crunelli, 2003; Wang et al., 2006; Kawamura and Kawamura, 2011). Ces
caractéristiques sont également proches de celles décrites in vivo dans le cortex et
I'hippocampe (Hirase et al., 2004; Sasaki et al., 2011), suggérant que les activités calciques
spontanées enregistrées dans la SNr correspondent bien a un phénomene physiologique et que
le modele de tranche n'affecte pas drastiquement leurs caractéristiques spatio-temporelles.
Cependant, la particularité¢ des activités calciques spontanées des astrocytes de la SNr est
qu’elles ne sont pas totalement autonomes, contrairement a ce qui a été décrit dans les autres
structures cérébrales. En effet, environ la moitié d’entre elles est dépendante de I’activité
neuronale et notamment des libérations neuronales toniques de GABA et de glutamate. Ainsi,
il semblerait qu’en fonction de la structure, les astrocytes présentent différentes
caractéristiques leur permettant de s’adapter au mieux a leur environnement local et
notamment chimique. Cette adaptation des astrocytes a leur environnement neuronal a
également été décrite au niveau du cortex, ou les activités calciques spontanées des astrocytes
présents dans la couche L1 ou L2/3 du cortex somatosensoriel présentent des caractéristiques
différentes (comme la proportion d’astrocytes actifs ou le degré de synchronie entre ces
activités) (Takata and Hirase, 2008). En conclusion, les astrocytes de la SNr sont non
seulement capables d’étre actifs de manicre autonome, mais ils sont également « a 1’écoute »

de leur environnement, caractéris¢€ par des libérations toniques de glutamate et de GABA.
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1.3.3. Expression des récepteurs du glutamate et du GABA par les astrocytes de la SNr

Concernant la part des activités calciques spontanées dépendantes de 1’activité neuronale,
I’activation des astrocytes de la SNr pourrait étre due a [Dactivation des récepteurs
astrocytaires de type AMPA, mGlu et GABA4. Nous avons montré que ces récepteurs sont
bien fonctionnels au niveau des astrocytes car 1’application d’agonistes de ces récepteurs
engendre une réponse calcique astrocytaire, méme lorsque l'activité neuronale est inhibée par
la TTX. Cette réponse pharmacologique est inhibée par les antagonistes spécifiques des
récepteurs AMPA, mGlu ou GABA,, tout comme l'est en partie l'activité spontanée. En
revanche, les antagonistes des récepteurs NMDA n'ont pas d'effet sur la réponse au glutamate.
Dans le méme sens, 1’application de NMDA n’engendre pas de signal calcique ce qui suggere
que ces récepteurs ne seraient pas exprimés par les astrocytes de la SNr. Dans d'autres
structures, et particuliecrement au niveau du cortex, il a été montré que les astrocytes
expriment des récepteurs NMDA fonctionnels, dont les caractéristiques différent de celles des
récepteurs NMDA neuronaux (notamment, les récepteurs NMDA astrocytaires sont moins
sensibles au blocage par 1ion Mg*" ce qui leur permet d’étre activés a des potentiels moins
dépolarisés que les récepteurs neuronaux) (Lalo et al., 2006; Verkhratsky and Kirchhoff,
2007). On sait également que les récepteurs NMDA sont présents au niveau des neurones
nigraux au regard a la fois des projections glutamatergiques et GABAergiques (Gotz et al.,
1997; Chatha et al., 2000) et qu'ils sont activés lors d’une transmission subthalamo-nigrale
(Ibanez-Sandoval et al., 2006). Dans ce contexte, I’absence de récepteurs du glutamate de
type NMDA semblerait étre une caractéristique des astrocytes de la SNr.

Nous avons montré que 1’application d’agonistes des récepteurs du glutamate ou du GABA
induit ’activation des astrocytes de la SNr dans des proportions différentes. En effet, environ
60% des astrocytes sont activés par le glutamate contre seulement 23% pour le GABA.
Précisons que cette différence est retrouvée pour différentes gammes de concentration de
glutamate et de GABA, ce qui écarte d’hypothése d’un effet dose-réponse de ces
neurotransmetteurs. Cela suggere que ces récepteurs sont exprimés de maniere hétérogene par
les astrocytes qui pourraient alors étre regroupés en différentes sous-populations. Il serait
intéressant d'étudier si cette expression est corrélée a des territoires fonctionnels particuliers

au sein de la SNr. Nous reviendrons sur ce point par la suite.

1.3.4. Réactivité des astrocytes suite a la SHF du NST

Etant donné que les astrocytes de la SNr sont sensibles aux libérations de glutamate et de
GABA dans la SNr, nous avons ensuite étudié¢ I'impact de la modulation de la balance entre
ces deux neurotransmetteurs sur les activités calciques astrocytaires. Comme nous ’avons
décrit précédemment, la SHF du NST entraine des augmentations de GABA et du glutamate
dans la SNr chez le rat in vivo (Windels et al., 2000; Maurice et al., 2003; Windels et al.,
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2003; Boulet et al., 2006) ou en tranches sagittales (Bosch et al., 2011). Ces perturbations sont

différentes selon les parametres d'amplitude ou de fréquence de la stimulation.

Dans ce contexte, nous avons montré que, a 100 Hz et 200-400 pA, la SHF du NST augmente
significativement de 1,5 fois la proportion d’astrocytes actifs au sein de la SNr. Cet effet n'est
pas dii & un effet volumique de la stimulation mais bien a une stimulation des neurones
subthalamiques et des fibres subthalamo- et pallido-nigrales car il est inhibé par 1'ajout de
TTX dans le bain. De plus, I’arrét de la SHF du NST entraine un retour de la proportion
d’astrocytes actifs a 1’état basal ce qui suggere que l'activation supplémentaire d'astrocytes
nigraux est un phénomene transitoire et li¢ a la stimulation. D’autre part, cet effet implique
I’activation des récepteurs glutamatergiques et GABAergiques de type AMPA, mGlu et
GABA,, puisque leur blocage respectif diminue les effets de la stimulation et que leur
blocage collectif simultané inhibe ces effets (dans ces conditions, la proportion d’astrocytes
actifs résiduelle refléte la part autonome des activités calciques). Cependant, les effets de la
stimulation sur l'activité astrocytaire pourraient également passer par [’activation de

récepteurs au niveau neuronal et étre la sommation d'effets directs et indirects.

Enfin, les effets de la SHF du NST sur les astrocytes sont dépendants des parametres de la
stimulation puisqu’ils ne sont pas retrouvés pour toutes les gammes de fréquence ou
d’amplitude. De maniére intéressante, il semble que ces effets se manifestent essentiellement
dans une fenétre d'amplitude de 200 a 400 pA et pour une fréquence d’environ 100 Hz.
L’importance des parametres de stimulation a été démontrée dans différentes études en
conditions physiologiques. Les libérations de GABA et de glutamate dans la SNr sont, par
exemple, dépendantes de la fréquence de stimulation avec une augmentation de la libération
de glutamate maximale a 130 Hz, alors que la libération de GABA continue a augmenter
jusqu'a 350 Hz (Windels et al., 2003). L’amplitude de la stimulation influence également les
effets de la SHF du NST. 1l a été montré in vivo qu'une stimulation de faible intensité (20 a 80
pA) induit principalement une libération de GABA alors que le glutamate est le principal
neurotransmetteur libéré a de plus fortes intensités de stimulation (100 a 240 pA) (Maurice et
al., 2003). Dans un mode¢le similaire au notre, il a été montré que I’intensité de la stimulation
peut également influencer la réponse des neurones de la SNr a la SHF du NST. Clémentine
Bosch et collaborateurs (2011) ont mis en évidence la présence d’une réponse synaptique
complexe (présentant une composante excitatrice et inhibitrice) dans les neurones de la SNr
lors de la SHF du NST. Dans cette étude, les auteurs démontrent que 1’amplitude de la
réponse synaptique augmente avec l’intensité de stimulation et que dans certains cas,
I’augmentation de I’intensité inverse la prépondérance de I’une ou de 1’autre des composantes
(Bosch et al., 2011). Dans notre étude, la stimulation a basse intensité (<100 nA) a conduit a
une diminution significative du nombre d’astrocytes actifs. Différentes hypotheses pourraient

expliquer cet effet inhibiteur de la stimulation. La stimulation a basse intensité pourrait activer
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préférentiellement les fibres GABAergiques pallido-nigrales (Maurice et al., 2003)
aboutissant a une inhibition des neurones nigraux. Ceci se traduirait par une diminution de la
libération de GABA par les collatérales d’axones nigraux, diminuant ainsi la proportion
d’astrocytes activés par le GABA. Cependant, cette diminution de production locale de
GABA serait compensée par la libération augmentée de GABA provenant des afférences
pallido-nigrales et l'effet global serait probablement nul. L’effet inhibiteur de la stimulation
sur ’activité astrocytaire pourrait également étre la conséquence d’une inhibition de 1’activité
neuronale du NST comme il a été¢ observé pour des stimulations de faibles amplitudes
(Magarinos-Ascone et al., 2002; Garcia et al., 2003). Dans ce cas 1a, on aboutirait a une
diminution de la libération de glutamate au sein de la SNr et a une diminution consécutive de
la libération de GABA par les collatérales intranigrales aboutissant a une diminution de la
proportion d’astrocytes activés par le glutamate et le GABA. Ces deux hypothéses ne sont

cependant pas exclusives l'une de l'autre.

En conclusion, l'effet de la SHF du NST sur l'activité astrocytaire semble dépendre des
parametres d’amplitude et de fréquence de la stimulation ce qui pourrait refléter les
différences retrouvées au niveau neuronal. Enfin, il est intéressant de noter que les parametres
pour lesquels les astrocytes sont activés par la SHF du NST correspondent a ceux utilisés en
clinique. De maniére trés spéculative, ceci nous permet d'imaginer une potentielle implication
des astrocytes dans les effets thérapeutiques de la SHF du NST.

1.3.5. Conclusion

Dans cette premiere partie, nous avons donc mis en évidence que les astrocytes de la SNr
posseédent une activité calcique spontanée dont une part est autonome et qu’ils sont également
a I’écoute de leur environnement. En effet, ils sont sensibles aux libérations toniques de
glutamate et de GABA et la moitié de leurs activités calciques spontanées est totalement
dépendante de ces libérations. Enfin, la modulation de la balance entre excitation et inhibition
imposée par la SHF du NST augmente le nombre d’astrocytes actifs. L’ensemble de ces
informations laisse supposer que les astrocytes sont impliqués dans la régulation de l'activité
de la structure de sortie des GB et dans les effets de la SHF du NST. Cependant, cette étude
ne traite que d’une seule direction de la communication neurone-astrocyte et il nous a semblé
important de savoir si, en retour, les astrocytes peuvent agir sur la régulation de I’activité
neuronale nigrale. La suite de cette étude sera donc consacrée a cet aspect de la

communication entre les astrocytes et les neurones de la SNr.
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II Les astrocytes de la SNr régulent
Iactivité neuronale spontanée nigrale.

I1.1. Introduction

Le concept de la synapse tripartite (Araque et al., 1999) a permis d’introduire un nouveau
modele du fonctionnement de la synapse dans lequel les astrocytes exercent un role
modulateur de 1’activité neuronale. Au sein de cette synapse, les éléments neuronaux pré- et
post-synaptiques sont enveloppés par I’astrocyte et les interactions entre ces compartiments
cellulaires sont bilatérales. La régulation de 1’activité neuronale par 1’astrocyte peut alors
s’effectuer de différentes manieres. Lors d’une transmission synaptique, le neurotransmetteur
peut étre recapté par I’astrocyte qui participe alors au controle de la durée et de la puissance
d’action du neurotransmetteur dans la fente synaptique (Schousboe, 2003; Eulenburg and
Gomeza, 2010). En régulant 1’homéostasie ionique, et notamment celle du K', I’astrocyte
controle I’excitabilit¢ membranaire neuronale (Kofuji and Newman, 2004; Bay and Butt,
2012). En parallele, la transmission synaptique peut aboutir a une activation de I’astrocyte
grace a I’activation des récepteurs astrocytaires aux neurotransmetteurs (Porter and McCarthy,
1997; Verkhratsky et al., 1998) et générer un signal calcique intracellulaire (Cornell-Bell et
al., 1990). Ce signal calcique peut étre a I’origine de différents phénoménes comme, par
exemple, la libération de gliotransmetteurs, qui permettront de réguler 1’excitabilité neuronale
ou la transmission synaptique (Volterra and Meldolesi, 2005; Perea et al., 2009; Halassa and
Haydon, 2010).

Comme nous 1’avons évoqué précédemment, I’activité neuronale de la SNr est un phénomene
extrémement finement régulé, et ce a différents niveaux. Cette régulation est cruciale pour
l'intégration et la transmission des informations de I'ensemble du réseau des GB. Dans ce
contexte, le réle des astrocytes dans la régulation de cette activité nigrale est une question

majeure qui n'a jamais été explorée.

Dans la premiere partie de ce travail, nous avons mis en évidence que les astrocytes de la SNr
sont spontanément actifs. Nous avons montré que leurs activités calciques spontanées sont a
la fois autonomes et a la fois dépendantes de 1’activité neuronale, notamment des libérations
de GABA et de glutamate. Ces résultats indiquent que les astrocytes de la SNr sont actifs et a
I’écoute de leur environnement en conditions basales. L’aspect habituellement bidirectionnel

de la communication neurone-glie laisse penser, qu’en retour, les astrocytes de la SNr
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pourraient avoir un impact sur 1’activité neuronale. Afin d'approfondir cette hypothese, nous
avons choisi de répondre a 2 questions :

- L’activité de recapture des astrocytes est-elle impliquée dans la régulation de ’activité
de décharge spontanée des neurones de la SNr ?

- L'activité calcique spontanée que nous avons préalablement caractérisée est-elle
impliquée dans la régulation de I'activité neuronale? Si tel est le cas, ces activités sont-
elles a I’origine d'une libération de gliotransmetteurs impliqués dans la régulation de

I’activité neuronale nigrale ?

I1.2. Résultats

1I.2.1. Caractérisation électrophysiologique des neurones et des astrocytes de la SNr

Afin de répondre a ces questions, nous avons utilisé des techniques électrophysiologiques
nous permettant de mesurer l'activité électrique neuronale. L’enregistrement de I’activité de
décharge spontanée des neurones GABAergiques de la SNr a été réalisé grace a la technique
du patch-clamp, en configuration cellule attachée ou cellule enti¢re. La configuration cellule
attachée permet de préserver le milieu cytoplasmique et respecte au mieux les phénomenes de
« firing » spontanés (Perkins, 2006). Nous avons donc opté pour cette configuration, excepté
pour les expériences nécessitant la diffusion de biocytine dans le milieu intracellulaire qui ont
été réalisées en configuration « cellule entiere ». La SNr est composée principalement de
neurones GABAergiques mais contient également quelques neurones dopaminergiques. Chez
le rat, on estime le ratio neurones dopaminergique/GABAergique a 0.11+ 0.02 (Nair-Roberts
et al., 2008). La différenciation de ces deux types neuronaux a été effectuée sur la base de
leurs critéres électrophysiologiques. En effet, les neurones GABAergiques présentent un
potentiel d’action de plus grande amplitude (69.62 + 1.65 mV versus 66.61 £ 2.48 mV) et de
plus courte durée (1.17 + 0.04 ms versus 2.64 + 0.24 ms) que les neurones dopaminergiques.
Ces neurones présentent également un seuil d’émission du potentiel d’action plus négatif (-
51.41 £ 0.79 mV versus -41.48 £ 2.01 mV) et une fréquence de décharge plus élevée (11.45 +
1.05 Hz versus 2.85 = 0.46 Hz) (table 5).
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Neurones Neurones Astrocytes
GABAergiques dopaminergiques

Ri (m<) 118.98 £ 5.26 98.90 +£5.26 25.79 £ 2.11
Vm (mV) -58.72 £ 0.42 -54.82 £ 0.84 -80.38 £ 0.69
APy (mV) 5141 £0.79 -41.48 £2.01
APamp (MV) 69,62 + 1.65 66.61 +£2.48
AP g, (ms) 1.17 £ 0.04 2.64 £0.24
FR (Hz) 11.45 £ 1.05 2.85+0.46

n=46 n=11 n=29

Table 5 : Caractéristiques électrophysiologiques des neurones et des astrocytes de la SNr. Les valeurs
sont exprimées en moyenne * sem. Ri: input resistance (résistance d’entrée), Vm : potentiel
membranaire de repos, APy, : action potential threshold (seuil d’émission du potentiel d’action), AP, :
action potential amplitude (amplitude du potentiel d’action), AP, : action potential duration (durée du
potentiel d’action), FR : firing rate (fréquence de décharge).

La relation courant/potentiel differe également entre ces deux types neuronaux. Celle-ci a été
¢tudiée en appliquant des sauts hyperpolarisants puis dépolarisants d’une durée de 500 ms, en
mode courant impos€. Les neurones dopaminergiques présentent une rectification entrante
caractérisée par la présence d’un rebond de dépolarisation (appelé « sag ») lorsqu’ils sont
hyperpolarisés, ce qui signifie qu’ils ont une résistance plus forte au début qu’a la fin du saut
du courant (figure 36B, fleche). Cette caractéristique est peu présente voire inexistante au
niveau des neurones GABAergiques (figure 36A). L’ensemble de ces caractéristiques
¢lectrophysiologiques est en accord avec ce qui a été décrit dans la littérature (Nakanishi et
al., 1987; Richards et al., 1997; Rohrbacher et al., 2000; Atherton and Bevan, 2005; Lee and
Tepper, 2007; Ding et al., 2011; Zhou and Lee, 2011).

Concernant les astrocytes, ils présentent des propriétés électrophysiologiques spécifiques
(Barres, 1991; Bordey and Sontheimer, 2000; Oberheim et al., 2012) notamment, une
résistance d’entrée faible (25.8 = 2.11 mQ) et un potentiel de repos membranaire trés négatif
(-80.4 £ 0.69 mV) (table 5). Ces cellules ne sont pas capables d’émettre de potentiels d’action
suite a I’injection de courant dépolarisant et possedent une relation courant/potentiel linéaire
(figure 36C).
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Figure 36: Réponse électrophysiologique des neurones et des astrocytes de la SNr suite a l'injection de
courants ou de voltages hyperpolarisants puis dépolarisants. Les panneaux de gauche représentent des
enregistrements en mode cellule entiere obtenus par [’injection de courant (d’une durée de 500 ms) de -150 a
+50 pA (avec des sauts de 10 pA) pour les neurones (A, B) et en imposant différents voltages de -150 a +90
mV (avec des sauts de 30 mV) pour les astrocytes (C). Seules les traces correspondantes a [’injection de -150
et +50 pA sont représentées pour les neurones (A, B). Le "sag" caractéristique des neurones dopaminergiques
est indiqué par une fleche. Les courbes courant/potentiel correspondantes sont représentées a droite.

Dans la suite de ce travail, les cellules seront identifiées en fonction des caractéristiques

¢lectrophysiologiques décrites ci-dessus.

11.2.2. Impact de la recapture du glutamate et du GABA sur 1’activité de décharge spontanée
des neurones de la SNr

L’activité neuronale de la SNr est régulée par différents neurotransmetteurs ou
neuromodulateurs libérés par les afférences de cette structure. Le glutamate (provenant du
NST) et le GABA (provenant du GPe et des collatérales d’axones de la SNr) sont les
principaux acteurs de cette régulation dans notre modele de tranche sagittale. Ces
neurotransmetteurs sont libérés de maniére tonique en raison de I’activité spontanée du NST,
du GPe et de la SNr (Atherton and Bevan, 2005). Dé¢s lors, 1’activité de décharge neuronale

des neurones nigraux est constamment régulée par la balance glutamate/GABA. Les
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astrocytes sont connus pour exprimer des transporteurs du glutamate (GLAST et GLT-1),
ainsi que des transporteurs du GABA (GATI1-3) (Danbolt, 2001; Gadea and Lopez-Colome,
2001b, a). Nous avons donc voulu déterminer si, grace a leur activité de recapture du
glutamate et/ou du GABA, les astrocytes pouvaient réguler 1’activité de décharge spontanée
des neurones de la SNr. Pour répondre a cette question, nous avons étudié¢ I’impact d’un
blocage de la recapture du glutamate ou du GABA sur ’activité¢ de décharge spontanée des
neurones de la SNr. Parmi les transporteurs du glutamate, les GLT-1 sont spécifiquement
exprimés par les astrocytes alors que les transporteurs du GABA sont également retrouvés au
niveau des neurones. Le blocage des GLT-1 par 1’acide di-hydrokainique (DHK) inhibe donc
spécifiquement la recapture glutamatergique astrocytaire mais celui des transporteurs GAT,
par l’acide nipécotique (NA), est non spécifique et reflete la recapture GABAergique

astrocytaire et neuronale.
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Figure 37 : Impact de la recapture astrocytaire du glutamate ou de la recapture du GABA sur l'activité de
décharge spontanée des neurones de la SNr. Les traces de gauche sont des enregistrements en configuration
cellule attachée et en mode voltage imposé de [’activité de décharge spontanée d’un neurone de la SNr avant et
durant [’application de DHK (A) ou de NA (B). Les histogrammes de droite résument ['ensemble des
enregistrements effectué avant et suite a [’application de DHK (4) ou de NA (B). Les valeurs des fréquences sont
représentées en moyenne £ sem. A :n=13etp =0.013. B: n=12etp < 0.001.

L’activité de décharge spontanée a été enregistrée en configuration cellule attachée et en
mode voltage imposé, en maintenant le courant injecté a 0 pA. Dans cette configuration, il
n’est pas possible de différencier les neurones GABAergiques des dopaminergiques. C’est
pourquoi ces deux types de neurones ont ¢té analysés conjointement. Le DHK (300 uM) ou le
NA (500 uM) ont été appliqués dans le bain par perfusion. L’activité spontanée basale est
enregistrée avant, puis aprés ajout de ’inhibiteur selon le protocole décrit dans la partie
« matériels et méthodes ». La fréquence de décharge enregistrée durant les 5 dernicres

minutes est alors comparée a celle enregistrée en absence de 1’inhibiteur.

Dans ces conditions, I’application de DHK engendre une augmentation significative de la
fréquence de décharge des neurones de la SNr d’environ 62% (8.46 = 1.56 Hz versus 5.23 +
0.84 Hz avant DHK ; » = 13 ; p = 0.013) (figure 37A). A l’inverse, 1’application de NA
entraine une diminution significative de la fréquence de décharge d’environ 31% (4.36 + 0.86
Hz versus 6.34 + 1.05 Hz avant NA ; n = 12 ; p < 0.001) (figure 37B). Nous avons vérifié¢ au
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préalable que les populations cellulaires enregistrées sont homogenes entre les deux groupes
(test de Mann-Withney Wilcoxon; p = 0.0341).

Ces données démontrent que les astrocytes modulent la fréquence de décharge des neurones
de la SNr via leur fonction de recapture du glutamate extracellulaire. La recapture du GABA
participe également a cette modulation, cependant nous ne pouvons prétendre que les

astrocytes soient les seuls impliqués dans cette recapture.

11.2.3. Modulation de I’activité de décharge spontanée des neurones de la SNr par des
phénomeénes dépendants de 1’activité calcique astrocytaire

Les astrocytes de la SNr sont doués d’une activité calcique spontanée, a la fois autonome et
dépendante de D’activité neuronale. Afin d'étudier les conséquences de I’inhibition de ces
activités calciques spontanées sur 1’activité neuronale de la SNr, nous avons utilis€ une
approche permettant de bloquer les activités calciques des astrocytes de la SNr et nous avons

enregistré I’activité neuronale de maniere simultanée.

Afin de bloquer les activités calciques des astrocytes nous avons introduit, via la pipette de
patch-clamp, un chélateur du calcium (le BAPTA) dans le cytoplasme d’un astrocyte. Le
couplage jonctionnel des astrocytes permettra alors la diffusion du BAPTA via les jonctions
de type gap. Grace a la technique du double patch-clamp, nous avons enregistré ’activité
neuronale de maniere simultanée et mesuré ainsi l'impact du blocage de ’activité calcique du
réseau astrocytaire sur I’activité de décharge spontanée des neurones de la SNr (figure 38A).
Le couple astrocyte-neurone patché n’a jamais été espacé de plus de 200 um et seuls les
neurones de projections GABAergiques ont été inclus dans cette étude (figure 38B). Une fois
le couple cellulaire choisi, I’activité de décharge spontanée du neurone a été enregistrée
durant 5 minutes. L’astrocyte, jusqu’alors maintenu en configuration cellule attachée, est
passé en configuration cellule entiere afin de permettre la diffusion du BAPTA 50 mM dans le
réseau astrocytaire. Au bout de 30 minutes, I’activité de décharge du neurone est a nouveau
enregistrée durant 5 minutes. La fréquence de décharge neuronale est alors comparée a celle
enregistrée avant la diffusion du BAPTA. Durant ces expériences, de la biocytine a été
ajoutée aux milieux intracellulaires. Cela nous a permis d’évaluer, a posteriori, 1’étendue du
couplage astrocytaire ainsi que sa proximité par rapport au neurone d’intérét. Afin de
permettre la diffusion de la biocytine, les enregistrements de 1’activité de décharge neuronale

ont été effectués en configuration cellule entiere.

Dans un premier temps, nous avons testé la stabilité de la fréquence de décharge en procédant
de la méme maniére que décrit ci-dessus, mais en patchant l'astrocyte avec une solution
intracellulaire sans BAPTA. Dans ces conditions, la fréquence de décharge spontanée
neuronale n’est pas significativement différente en début et au bout de 30 minutes
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d’enregistrement (13.40 £ 1.43 Hz versus 12.93 £ 1.69 Hz au début de I’enregistrement; n =
14 ; p =0.583).

A B

Solution intracellulaire Solution intracellulaire
normale avec BAPTA

Fréquence de décharge (Hz)

20my AvantBAPTA BAPTAS50mM, 30 min AvantBAPTA BAPTAS50mM, 30 min
200ms

Figure 38: Impact du blocage des activités calciques d'un réseau astrocytaire sur l'activité de décharge
spontanée d'un neurone GABAergique de la SNr. A. Représentation schématique du protocole de diffusion du
BAPTA dans le réseau astrocytaire. B. Image en microscopie infra-rouge d'un couple astrocyte/neurone
GABAergique enregistré dans la SNr. C. Enregistrement de [’activité de décharge spontanée d’un neurone
GABAergique de la SNr, en configuration cellule entiére et en mode courant imposé, avant et suite a la chélation
du calcium par diffusion de BAPTA 50 mM pendant 30 min dans le réseau astrocytaire. D. Histogramme
résumant l'ensemble des expériences réalisées. Les valeurs des fréquences de décharge sont représentées en
moyenne £ sem ; n=13; p=0.006.

Lorsque I’on bloque les activités calciques au sein d’un réseau astrocytaire, on observe une
augmentation significative de la fréquence de décharge des neurones d’environ 59% (15.62 +
2.44 Hz versus 9.85 + 1.37 Hz avant la diffusion ; » = 13 ; p = 0.006) (figure 38D). Nous
avons vérifié I’homogénéité des fréquences enregistrées durant les 5 premicres minutes pour
les 2 groupes précédents (en condition contréle sans BAPTA, ou avant la dialyse de BAPTA).
Ces fréquences ne sont pas significativement différentes (test de Mann-Withney Wilcoxon; p
=0.139).
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En parall¢le, I’ajout de biocytine dans le milieu intracellulaire nous a permis d’évaluer
différents parametres comme le nombre d’astrocytes couplés au sein du méme réseau, 1’aire
de ce réseau et sa taille par rapport a celle de la SNr (figure 39). Nous avons ainsi mis en
évidence qu’au sein de la SNr, le couplage astrocytaire est important puisque en 30 minutes
environ 153.83 + 37.64 astrocytes ont été marqués par la biocytine, sur une surface
représentant environ un tiers de la surface totale de la SNr (n = 6).

B
Nombre d'astrocytes 153.83+37.64
Aire du réseau
astrocyaire (mm?) 743.73 £ 251.75
Aire du réseau
astrocytaire/aire dela 3330+ 1045

SNr (%)

Figure 39 : Evaluation de différents parametres du réseau astrocytaire au sein de la SNr par diffusion de
biocytine. A Exemple de diffusion de la biocytine dans le réseau astrocytaire (ici 230 astrocytes) et dans le
neurone « patché » (fleche). B. Paramétres du réseau astrocytaire couplé (aire totale du réseau, nombre
d’astrocytes dans le réseau et surface du réseau par rapport a la surface totale de la SNr). Les résultats sont
représentés en moyennes £ sem (n = 6).

Nous avons également évalué 1’impact du blocage des activités calciques astrocytaires sur
certaines propriétés électrophysiologiques comme le seuil d’émission du potentiel d’action,
I’amplitude de I’hyperpolarisation post-potentiel d’action (AHP) ou la durée nécessaire a
I’atteinte du maximum de cette amplitude (TTP pour Time To Peak) (table 6). Lorsque I’on
compare ces paramétres dans l'ensemble des enregistrements (» = 13), aucune différence

significative n’est mise en évidence (table 6).
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Neurones GABAergiques Neurones GABAergiques
avant dialyse de BAPTA apres dialyse de BAPTA
APy, (mV) -48.34+1.15 -44.32+2.73 s
AHP,pp, (MV) 10.20+£0.82 8.98+1.25 ns
AHP;1p (Ms) 20.38 £ 2.41 17.38 £ 2.64 ns
FR(HZ) 9.85+1.37 15.62+ 2.44 p=0.006

Table 6. Effet de la diffusion du BAPTA dans le réseau astrocytaire sur les paramétres électrophysiologiques
des neurones GABAergiques de la SNr. Les valeurs des différents paramétres sont exprimées en moyenne +
sem. FR : firing rate (fréquence de décharge), APy, : action potential threshold (seuil d’émission du potentiel
d’action), AHP,,, : after hyperpolarisation amplitude (amplitude de I’AHP), AHPr1p : afier hyperpolarisation
time to peak (durée nécessaire a l’atteinte du maximum de I’AHP,,,,).

L’ensemble de ces résultats démontre qu’en conditions basales, c'est-a-dire en condition
physiologique et en absence d’une stimulation externe, les astrocytes sont capables de réguler
I’activité de décharge neuronale via un mécanisme dépendant du calcium. Plus précisément,
cette régulation conduit a une diminution significative de la fréquence de décharge spontanée

des neurones de projection de la SNr.

11.2.4. Régulation de ’activité de décharge spontanée neuronale par 1'adénosine

Nous avons donc montré que les astrocytes de la SNr peuvent réguler I’activité neuronale via
un mécanisme dépendant de 1'excitabilité calcique astrocytaire et que cette régulation tend a
diminuer la fréquence de décharge neuronale spontanée. Parmi les fonctions dépendantes du
calcium qui permettent de réguler 1’activité neuronale, la gliotransmission occupe une place
importante (Santello et al., 2012). Des lors, les activités calciques spontanées des astrocytes
de la SNr pourraient peut-&tre étre a I’origine d’une libération de gliotransmetteur(s) dont
I’action permettrait de diminuer la fréquence de décharge des neurones nigraux. Pour vérifier
cette hypothése, nous avons utilisé une approche pharmacologique en ciblant certains

récepteurs susceptibles d'étre impliqués dans un tel mécanisme.

Au niveau de la SNr et dans notre modéle de tranche, cette diminution de 1’activité neuronale
pourrait se faire selon différents mécanismes : en diminuant la transmission glutamatergique
subthalamo-nigrale, en potentialisant la transmission GABAergique pallido-nigrale ou via une
action directe sur des récepteurs post-synaptiques responsables d’une hyperpolarisation des

neurones nigraux.
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En raison de la diversité de récepteurs aux neurotransmetteurs exprimés par les neurones de la
SNr, de nombreux gliotransmetteurs pourraient étre impliqués. En effet, comme nous I’avons
décrit précédemment, 1'activité des neurones nigraux est régulée par le glutamate, le GABA,
la dopamine, ’adénosine, les eCB, 1’acétylcholine, 1’histamine, la sérotonine ou encore la
taurine [pour revue voir (Zhou and Lee, 2011)]. Plusieurs d'entre eux pourraient tre libérés
par les astrocytes dont le glutamate (Parpura et al., 1994), le GABA (Angulo et al., 2008),
I’ATP (Wang et al., 2000) les eCB (Walter et al., 2002) ou encore la taurine (Vitvitsky et al.,
2011).

Concernant la régulation de la transmission pallido-nigrale, 1’activation des différents
récepteurs situés au niveau pré-synaptique de type GABAp (Boyes and Bolam, 2003),
mGIluRI et IIT (Marino et al., 2001; Wittmann et al., 2001b) ou D4 (Acosta-Garcia et al.,
2009) sont systématiquement responsables d’une diminution de la transmission
GABAergique, ce qui n’est pas compatible avec une diminution de la fréquence de décharge
des neurones nigraux. A l’inverse, la transmission glutamatergique peut étre augmentée ou
diminuée (Zhou and Lee, 2011), c’est pourquoi nous avons ¢tudié en priorité cette

transmission.

Parmi les différents gliotransmetteurs potentiellement impliqués dans la diminution de cette
transmission, nous avons cherché quels étaient ceux qui pourraient entrainer une diminution
de la fréquence de décharge neuronale. Les eCB et I’ATP sont ceux qui ont retenu notre

attention pour les raisons suivantes :

- Les récepteurs des eCB ont été décrits au niveau pré-synaptique des terminaisons
subthalamo-nigrales ou leur activation génére une diminution de la transmission
glutamatergique (Szabo et al., 2000). Libérés de fagon spontanée au niveau de ces synapses,
les eCB pourraient alors permettre de diminuer la fréquence de décharge des neurones (figure
40A).

- Concernant I’ATP, une fois libéré par les astrocytes, il va rapidement étre dégradé en
adénosine dans le milieu extracellulaire (Cunha, 2008) qui pourra alors agir de deux fagons :
en diminuant la transmission glutamatergique via ’activation de récepteurs de type A; situés
au niveau pré-synaptique ou en potentialisant la transmission GABAergique via les récepteurs
de type A,a également localisés au niveau pré-synaptique. Les récepteurs de type A; ont été
décrits au niveau pré-synaptique des terminaisons subthalamo-nigrales ou leur activation
engendre une diminution de la transmission glutamatergique (Shen and Johnson, 1997). La
présence des récepteurs de type Aja dans la SNr est trés peu documentée mais nous avons

tout de méme étudié I'implication de ces récepteurs (figure 40A).

Afin d’élucider le role des eCB et de 1’adénosine dans la SNr, nous avons étudié I’impact d’un

blocage des récepteurs de ces transmetteurs sur la fréquence de décharge des neurones
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GABAergiques, en condition basale. Les récepteurs des eCB de type CB1 ont été bloqués par
application d’AM261 (3 uM). Les récepteurs de 1’adénosine de type A; et Aya ont été bloqués
par application de DCPCX (100 nM) et SCH58261 (50 nM) respectivement. Les agents
pharmacologiques ont été appliqués dans le bain par perfusion. De méme que pour les études
précédentes, nous avons enregistré la fréquence de décharge avant, puis apres 1’ajout de
I’inhibiteur. La fréquence de décharge des 5 dernieéres minutes a alors été comparée a celle

des 5 premieres minutes précédant I'ajout de I'inhibiteur.

Les fréquences de décharge enregistrées avant ’application des antagonistes dans les
différents groupes ont été comparées entre elles et ne sont pas significativement différentes
(ANOVA a un facteur; p = 0.652). Ces valeurs ont donc été rassemblées pour ne former qu'un

seul groupe contrdle (figure 40B).

129



Résultats

Projection Projection
subthalamo-nigrale pallido-nigrale

Fréquence de décharge (Hz)

Contréle SCH58261 AM251 DCPCX
n=17 n=3 n=4 n=10

Figure 40: Impact de [l'application d'antagonistes spécifiques des récepteurs de ['adénosine ou des
endocannabinoides sur la fréquence de décharge spontanée des neurones GABAergiques de la SNr. A.
Représentation schématique de [’expression des récepteurs de type CBI, A; et A4 au niveau des synapses
subthalamo- et pallido-nigrale ainsi que [’effet de I’activation de ces récepteurs. Noter que [’expression des
récepteurs de type A, reste hypothétique. Modifié d’apres Cunha et al., 2008. B. Histogramme des fréquences
de décharge spontanée des neurones GABAergiques de la SNr enregistrées en condition contréle ou lors de
lapplication d’antagoniste des récepteurs de I’adénosine de type A,y (SCH58261, 50 nM), A; (DCPCX, 100
nM) ou des récepteurs aux eCB de type CBI (AM251, 3 uM). Les valeurs des fréquences sont représentées en
moyenne % sem.

L’application d’antagoniste des récepteurs de type CBI n’induit pas de modification de la
fréquence de décharge spontanée des neurones GABAergiques nigraux (10.19 + 1.64 Hz
versus 9.99 + 3.47 Hz avant AM261 ; n =4 ; p = 0,875). Précisons cependant que, vu le faible
nombre d'enregistrements, ces résultats restent préliminaires et nécessitent d’étre confirmés.
Concernant le blocage des récepteurs de 1’adénosine de type Ass, le nombre
d’enregistrements ne nous permet pas de conclure quant a I’implication de ces récepteurs. Il
semblerait cependant que I’application d’antagoniste ne modifie pas la fréquence de décharge
des neurones (9.56 £ 0.19 Hz versus 7.35 = 1.26 Hz avant SCH58261 ; n = 3). Par contre,
lorsque I’action de 1’adénosine sur les récepteurs de type A; est inhibée, la fréquence de
décharge neuronale est significativement augmentée d’environ 26% (12.67 £ 1.78 Hz versus
9.90 £+ 1.54 Hz avant DPCPX ; n = 10 ; p = 0.002) (figure 40B).

Ces résultats suggerent que 1’adénosine agit de maniére tonique sur les récepteurs de type A

et que I’activation de ces récepteurs entraine une diminution de la fréquence de décharge des
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neurones GABAergiques de la SNr. Nous pouvons imaginer que 1’adénosine pourrait agir sur
les récepteurs de type A; situés au niveau pré-synaptique des terminaisons subthalamo-
nigrales diminuant ainsi la libération de glutamate. Concernant 1’activation des récepteurs de
type Aza, nos résultats ne nous permettent pas de nous prononcer sur leur implication dans la

régulation de I’activité neuronale nigrale en condition basale.

11.3. Discussion

Dans cette seconde partie de mon travail de these, je me suis intéressée a un autre versant de
la communication neurone-astrocyte, c'est-a-dire a la régulation de I’activité neuronale par
certaines fonctions astrocytaires. J'ai focalis¢é mon étude sur deux types de fonctions
astrocytaires liées 1) a l'activité de recapture et 2) a l'activité calcique astrocytaire. J'ai ainsi
mis en évidence que les astrocytes de la SNr régulent la fréquence de décharge spontanée des
neurones nigraux au moins de deux fagons : via la recapture de glutamate et probablement de
GABA extracellulaire et via un mécanisme dépendant du calcium. En parall¢le, nous avons
montré qu’un blocage des récepteurs de I’adénosine de type A; entraine une augmentation de
la fréquence de décharge des neurones de la SNr. Cet effet étant similaire a celui obtenu par le
blocage des activités calciques astrocytaires, il est possible d’imaginer que ces deux
phénomenes soient liés. De maniére spéculative, nous pouvons donc émettre 1’hypothese
suivante : les astrocytes de la SNr pourraient étre responsables d’une libération d’ATP de
manicre calcium dépendante. L’ATP serait alors convertie en adénosine une fois dans le
milieu extracellulaire et pourrait activer les récepteurs de type A; situés au niveau pré-
synaptique des terminaisons subthalamo-nigrales. Cette activation conduirait alors a une

diminution de la libération tonique de glutamate.

11.3.1 Considérations méthodologiques

L’activité de décharge spontanée des neurones de la SNr a été étudiée en tranches
parasagittales qui, comme nous I’avons mentionné dans la premiére partie de ce travail,
permet de conserver les activités neuronales spontandes, les activités astrocytaires et les
libérations toniques de GABA et glutamate dans la SNr. L’enregistrement de I’activité
neuronale a été effectué grace a la technique du patch-clamp. Cette technique apporte de
nombreuses informations concernant les propriétés électrophysiologiques des cellules et

permet d’étudier les activités neuronales dans le détail.

L’étude de la recapture astrocytaire a été étudiée via 1’application d’inhibiteur des
transporteurs. Le DHK étant spécifique des transporteurs GLT-1, cela nous a permis de cibler
la recapture astrocytaire du glutamate. Cependant, il est important de préciser que ces cellules

expriment d’autres types de transporteurs du glutamate. Ainsi, il est possible que 1'intégralité
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de la recapture astrocytaire du glutamate n’ait pas été totalement inhibée et que la part
astrocytaire de cette recapture ait alors été sous-estimée. Les transporteurs du GABA (GATI-
3) sont exprimés a la fois par les astrocytes et les neurones dans des proportions différentes.
Les GAT-1 semblent étre exprimés préférentiellement par les neurones, les GAT-3 par les
astrocytes alors que les GAT-2 sont surtout retrouvés au niveau des méninges, du plexus
choroide ou des cellules épendymaires (Gadea and Lopez-Colome, 2001b). L’expression
majoritaire des GAT-3 par les astrocytes a été mise en évidence au niveau du cortex, du
rhombencéphale, du télencéphale et des ganglions de la base (Ng et al., 2000; Pow et al.,
2005). Au vu de ces informations, il semble probable que les astrocytes de la SNr expriment
préférentiellement les GAT-3 mais 1’expression des autres transporteurs n’est pas a exclure,
de méme que la localisation de GAT-3 au niveau neuronal. L’acide nipécotique utilis€¢ dans
cette étude est considéré comme un inhibiteur non spécifique méme s’il présente une affinité
plus importante pour les GAT-1 (ICso: 24 +£ 6 uM pour GAT-1, 113 + 33 uM pour GAT-2 et
159 = 30 uM pour GAT-3) (Borden, 1996). Cette action non spécifique nous a permis de

bloquer tous les types de transporteurs du GABA, sans spécificité cellulaire.

Le blocage des variations intracellulaires de calcium a été réalisé via la diffusion d’un
chélateur du calcium (le BAPTA) dans le milieu cytoplasmique de 1’astrocyte. Le couplage
jonctionnel entre plusieurs astrocytes permet la diffusion du BAPTA (476.43 Da) dans tout le
réseau astrocytaire couplé. Une étude récente a suggéré que la chélation du calcium par le
BAPTA ne permettrait pas de bloquer les augmentations de calcium rapides et restreintes au
niveau de microdomaines cellulaires. Une alternative a ce probleme serait de fixer la
concentration intracellulaire de calcium en appliquant de ’EGTA (chélateur calcique)
combiné a une concentration fixe de calcium [« calcium-clamp »; (Henneberger et al., 2010)].
Dans cette étude, nous avons choisi d'utiliser la diffusion de BAPTA car nous voulions
inhiber les variations de calcium globales et ce dans un réseau étendu, a l'image de ce qui a
¢té mis en évidence dans d'autres études similaires (Serrano et al., 2006; Benedetti et al.,
2011; Di Castro et al., 2011; Panatier et al., 2011; Poskanzer and Yuste, 2011; Navarrete et
al., 2012). De plus, la concentration de BAPTA que nous avons utilisée (50 mM) nous permet
de chélater la majeure partie du calcium libre intracellulaire, quelle que soit 1'amplitude des
événements calciques et ce, méme a distance de l'astrocyte patché. Grace a la technique du
double patch-clamp, nous avons ainsi pu étudier I’impact d’un blocage des fonctions
astrocytaires dépendantes du calcium sur I’activité de décharge neuronale. Cependant, la mise
en ceuvre de cette technique implique de bien choisir le couple neurone-astrocyte. En effet, le
choix de I’astrocyte patché (et par conséquent le réseau au sein duquel 1’activité calcique sera
bloquée), ne sera pas le méme si les synapses sont situées au niveau du soma ou au niveau des
dendrites distales. Cette information est d’autant plus importante si le réseau astrocytaire n’est
pas étendu. Dans le cas de la SNr, les synapses subthalamo-nigrales sont essentiellement

retrouvées au niveau des dendrites distales et proximales, les synapses striato-nigrales sont
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retrouvées au niveau des dendrites distales alors que les synapses pallido-nigrales forment de
larges paniers autour du soma et des dendrites proximales (Smith and Bolam, 1991; von
Krosigk et al., 1992). Ces informations indiquent que, dans nos tranches, le GABA est libéré
au niveau du soma et des dendrites proximales et le glutamate au niveau distal et proximal.
C’est pourquoi nous avons choisi des couples cellulaires espacés de moins de 200 um et que
nous avons vérifi¢ systématiquement la position du réseau astrocytaire par rapport au soma et
a l'arbre dendritique du neurone patché. D’autre part, il n’existe aucune information
concernant I'étendu et le type de synapse tripartite dans la SNr : I’enrobage astrocytaire est-il
retrouvé au niveau des synapses asymétriques ? Symétriques ? Les deux ? Par ailleurs, dans
I’hypothése ou les deux types de synapses seraient tripartites, 1’astrocyte agit-il de fagon

homo- ou hétéro-synaptique ?

La diffusion de la biocytine dans le réseau astrocytaire nous a permis d’évaluer le couplage
des astrocytes au sein de la SNr. La biocytine est 1égerement plus petite que le BAPTA
(372.48 Da et 476.43 Da respectivement) suggérant une diffusion plus large, mais les
marquages nous donnent tout de méme une idée de 1'étendue du réseau affecté par le BAPTA.
Utilisée dans d’autres structures, cette technique a permis d’obtenir des informations sur le
couplage astrocytaire au niveau du cortex (Houades et al., 2008; Poskanzer and Yuste, 2011),
de I’hippocampe (Xu et al., 2010) ou du striatum (Goubard et al., 2011). De maniére
intéressante, il semblerait que le degré de couplage differe selon la structure [on compte par
exemple 57 + 14 astrocytes couplés au sein d’un réseau au niveau de la couche IV du cortex
somatosensoriel (Houades et al., 2008) contre 222 + 41 au niveau du striatum (Goubard et al.,
2011)]. De plus, il a également été¢ montré que ce parametre pouvait varier au sein d’une
méme structure, comme au niveau de 1’hippocampe ou les astrocytes de la zone CAl sont
plus couplés que ceux de la zone CA3 (des centaines d’astrocytes sont couplés au niveau de
CAL alors que le réseau compte moins de 50 astrocytes au niveau de CA3) (D'Ambrosio et
al., 1998). Concernant la SNr, le réseau astrocytaire couplé semble donc étre relativement
étendu ce qui sous entend qu’un méme réseau pourrait étre en relation et donc réguler de
nombreux neurones. Dans ce contexte, les conséquences d'une inhibition des jonctions
communicantes astrocytaires (par de la carbenoxolone), sur l'activité calcique astrocytaire et
sur activité de décharge neuronale seraient trés informatives sur I'importance fonctionnelle
du couplage au sein de la SNr. Cependant, il est important de préciser que toutes les cellules
couplées ne sont peut étre pas des astrocytes puisqu’il existe des couplages hétérotypiques,
notamment entre les astrocytes et les oligodendrocytes bien que ceux-ci soient minoritaires

[pour revue voir (Theis and Giaume, 2012)].

Afin de discriminer les différents gliotransmetteurs pouvant étre éventuellement impliqués
dans la régulation de 1’activité neuronale, nous avons utilisé une approche pharmacologique.

Les inconvénients de ce genre d’approche sont : 1) qu’elle permet seulement de conclure
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quant a I’implication du récepteur dont 1’action a été bloquée (ici le récepteur a I’adénosine de
type A;) sans avoir d'information sur 1’origine du transmetteur; en I’occurrence, les effets
observés dans cette étude pourraient résulter d’une libération d’ATP ou d’adénosine par les
neurones et 2) qu'elle bloque l'ensemble des récepteurs sans discriminer les synapses
glutamatergiques et GABAergiques ni les structures. Ainsi, 1’effet observé suite a 1’inhibition
des récepteurs de type A; pourrait également étre la résultante d’effets indirects. A I’inverse,
le manque d’effet observé lors de I’inhibition des récepteurs de type CBI1 pourrait étre
expliqué par la présence d’actions antagonistes. Ces récepteurs sont en effet présents au
niveau pré-synaptique des terminaisons subthalamo- et striato-nigrales et leur mise en jeu est
a I’origine d’une inhibition et d’une activation conjointe des neurones de la SNr (Tersigni and
Rosenberg, 1996; Chan et al., 1998; Szabo et al., 2000; Wallmichrath and Szabo, 2002;
Matyas et al., 2006). Cependant, la transmission GABAergique striato-nigrale n’étant pas
préservée dans notre modele de tranche, il est peu probable que ce phénomene soit présent
dans nos conditions. Ainsi, cette approche nous permet seulement de conclure que les
récepteurs de I’adénosine de type A; sont impliqués dans la régulation de 1’activité de
décharge neuronale de la SNr et que leur activation mene a une diminution de la fréquence de

décharge.

11.3.2 Impact de 1’activité de recapture astrocytaire sur 1’activité neuronale de la SNr

Au sein de la synapse tripartite, la recapture astrocytaire occupe une place primordiale dans la
régulation de la transmission synaptique. Ce mécanisme permet de moduler I’intensité et la
durée de I’activation des récepteurs situés au niveau pré- ou post-synaptique (Tsukada et al.,
2005; Tzingounis and Wadiche, 2007), de limiter I’activation des récepteurs extra-synaptiques
(Huang and Bergles, 2004) ou encore de limiter la diffusion des neurotransmetteurs vers les

synapses voisines (Arnth-Jensen et al., 2002; Takayasu et al., 2005).

En effet, de maniére générale, des études ont montré que 1’augmentation de la concentration
extracellulaire de glutamate peut mener a une activation des récepteurs métabotropiques situés
au niveau pré-synaptique et diminuer la transmission synaptique de glutamate ou de GABA
(Scanziani et al., 1997; Piet et al., 2003). Cela peut également augmenter I’amplitude des
EPSCs (Carter and Regehr, 2000) ou diminuer cette amplitude suite a la désensibilisation des
récepteurs AMPA au niveau du striatum (Goubard et al., 2011). Enfin, certaines études ont
montré que la recapture astrocytaire du glutamate était impliquée dans les phénomenes de
plasticité a long terme (Oliet et al., 2001; Takasaki et al., 2008) et a court terme (Goubard et
al., 2011). Des perturbations de la recapture glutamatergique astrocytaire sont également
responsables de phénomenes d’excitotoxicité dont les conséquences peuvent étre dramatiques
alors que I’invalidation du géne codant pour le transporteur neuronal a des conséquences plus
modérées (Rothstein et al., 1996). Certaines études ont ainsi établi un lien entre des

perturbations de la recapture du glutamate astrocytaire et diverses pathologies. L’ invalidation
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du gene codant pour GLT-1 entraine par exemple des crises d’épilepsie chez la souris (Tanaka
et al., 1997). En parall¢le, d’importantes diminutions du taux d'expression de GLT-1 ont été
mises en évidence au niveau du cortex moteur et de la moelle €piniere chez des patients
atteints de la sclérose latérale amyotrophique (Rothstein et al., 1995). Concernant la recapture
du GABA, les conséquences d’un blocage des transporteurs sont également diverses. L’exces
de GABA résultant peut entrainer I’activation des récepteurs du GABA métabotropiques
situés au niveau pré-synaptique et diminuer la libération de GABA (Oh and Dichter, 1994;
Jensen et al., 2003; Park et al., 2009). A I’inverse, 1’action du GABA peut étre potentialisée
via 1’activation des récepteurs extra-synaptiques (Jensen et al., 2003; Chiu et al., 2005;
Kirmse et al., 2008; Park et al., 2009) ou post-synaptiques (Madsen et al., 2009). Enfin, des
perturbations de cette recapture ont €galement dtaient mises en relation avec certaines
pathologies comme 1’épilepsie chez la souris, ou la surexpression des GAT-1 augmente la
susceptibilité¢ de développer des crises induites par injection de kainate (Ma et al., 2001). Une
fois recaptés, le GABA et le glutamate sont métabolisés puis recyclés grace au cycle
GABA/glutamate/glutamine (Bak et al., 2006). Les mécanismes de recapture permettent donc

¢galement de reconstituer les réserves en neurotransmetteurs.

Nos résultats montrent, qu’en recaptant le glutamate extracellulaire (libéré de maniere tonique
par les afférences du NST), les astrocytes limitent ’action de celui-ci ce qui permet de
diminuer la fréquence de décharge neuronale des neurones de la SNr. Ce mécanisme prend
probablement toute son importance dans certaines conditions ou le glutamate extracellulaire
est augmenté au niveau de la SNr. C’est le cas, notamment, lors de la maladie de Parkinson,
en raison de I’hyperactivit¢ du NST. Cependant, aucune étude ne fait état de la recapture
astrocytaire du glutamate dans la SNr en condition pathologique. Ce mécanisme est-il
augmenté afin de compenser I’hyperactivité du NST ou est-il débordé en raison d’une
saturation des transporteurs ? Nous reviendrons sur les liens entre la recapture astrocytaire et

les conditions pathologiques par la suite.

Les résultats concernant la recapture du GABA ne peuvent pas étre interprétés de la méme
facon. En effet, ils mettent en évidence une recapture constante de GABA extracellulaire et un
impact sur la fréquence de décharge spontanée des neurones de la SNr, mais sans pouvoir
affirmer que cette recapture est uniquement opérée par les astrocytes. De maniére
intéressante, nous pouvons également nous interroger sur le réle de la recapture du GABA
dans la MP. En effet, des modifications de 1’activité des ces transporteurs pourraient étre a
I’origine d’une augmentation ou d’une diminution de la recapture du GABA, permettant de

diminuer ou de potentialiser I’hyperactivité de la SNr.

Enfin, il serait intéressant de savoir si le glutamate et le GABA sont les seuls
neurotransmetteurs recaptés par les astrocytes au sein de la SNr. En effet, comme nous
I’avons décrit précédemment, de nombreux neurotransmetteurs sont libérés de maniere
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tonique dans la SNr et participent a la régulation de son activité neuronale spontanée (comme
la dopamine, 1’acétylcholine, la sérotonine, la glycine, les eCB...) (Zhou and Lee, 2011). En
parall¢le, des études ont montré que les astrocytes exprimaient certains transporteurs des
neurotransmetteurs dont la dopamine au niveau du cortex ou du striatum (Inazu et al., 1999;
Karakaya et al., 2007), la sérotonine au niveau du cortex (Dave and Kimelberg, 1994; Hirst et
al., 1998) ou encore la choline également au niveau cortical (Inazu et al., 2005). Précisons
cependant que ces études ont été réalisées in vitro (en culture cellulaire) et que I’expression de
ces transporteurs reste a confirmer dans des conditions plus intégrées. L’étude de la recapture
de ces autres neurotransmetteurs et neuromodulateurs serait donc intéressante. Si de tels
mécanismes sont décrits, cela ajouterait un niveau de complexité supplémentaire dans la

régulation de I’activité neuronale de la SNr.

11.3.3 Impact de I’excitabilité calcique astrocytaire sur 1’activité neuronale de la SNr

Dans la partie précédente, nous avons mis en évidence la présence d’activités calciques
spontanées dans les astrocytes de la SNr. Grace a I’approche utilisée ici, nous avons pu
étudier I’'impact de ces activités calciques sur I’activité de décharge spontanée des neurones
de la SNr. Nous avons ainsi montré que le blocage des activités calciques astrocytaires par la
diffusion de BAPTA, entraine une augmentation de la fréquence de décharge neuronale.
Autrement dit, graice a un mécanisme dépendant du calcium, les astrocytes contribuent a
diminuer la fréquence de décharge neuronale et ce, en condition basale. La plupart des études
concernant 1’impact de 1’activité calcique astrocytaire sur 1’activité neuronale ont mis en
évidence un impact de ces activités calciques uniquement lorsque les astrocytes sont activés
par une stimulation externe (Serrano et al., 2006; Henneberger et al., 2010; Benedetti et al.,
2011; Di Castro et al., 2011; Panatier et al., 2011; Poskanzer and Yuste, 2011; Navarrete et
al., 2012). L’impact des activités calciques spontanées astrocytaires sur I’activité neuronale en
conditions basales n’a été mis en évidence que dans le cortex somatosensoriel (Poskanzer and
Yuste, 2011). Dans cette étude, les auteurs se sont intéressés a 1’activité des neurones
corticaux dont le potentiel de membrane oscille entre des états dépolarisés (up) et polarisés
(down). La diffusion de BAPTA dans le réseau astrocytaire entraine alors une diminution de
I’occurrence des états up (Poskanzer and Yuste, 2011). Nos résultats sont en accord avec cette
¢tude dans le sens ou ils démontrent que les activités calciques astrocytaires spontanées
peuvent étre a l'origine de phénomenes impliqués dans la régulation de 1’activité neuronale en
condition basale. Cependant, il est important de rappeler que les activités calciques
spontanées des astrocytes de la SNr sont a la fois autonomes et dépendantes de I’activité
neuronale. Dans notre étude, nous ne sommes pas en mesure d’établir quel type d’activité est
impliqué dans la régulation de I’activité neuronale et pourtant, bien que compliquée a

résoudre, la question est fondamentale.
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Les variations de calcium intracellulaire sont impliquées dans de nombreuses fonctions
astrocytaires (Verkhratsky and Kettenmann, 1996; Verkhratsky et al., 1998). Ainsi, la
modulation de ’activité neuronale pourrait résulter de différents phénomenes dépendants du
calctum dont les effets pourraient étre plus ou moins directs comme la transcription de
certains genes, 1’activation de certaines cascades de signalisation ou encore la modification de
I’expression de certains récepteurs ou transporteurs. Il a par exemple €té montré au niveau de
I’hippocampe, que 1’expression des transporteurs du GABA de type GAT-3 est diminuée
lorsque les augmentations de calcium intracellulaire sont bloquées (Shigetomi et al., 2012).
Nous pouvons donc imaginer que le blocage des activités calciques des astrocytes de la SNr
ait pu modifier I’expression des transporteurs astrocytaires. Cependant, dans cette étude les
auteurs s’intéressent a des variations de calcium trés localisées (appelées « Spotty Ca’"
signal ») et utilisent la technique du « calcium-clamp » (Shigetomi et al., 2012). De tels
phénomeénes existent-ils dans la SNr ? Si tel est le cas, la diffusion du BAPTA a-t-elle été
suffisamment efficiente pour bloquer ces variations de calcium restreintes au niveau de micro-
domaines? En parall¢le, I’action de certains transporteurs ou échangeurs peut étre régulée par
le Ca*". La recapture du K™ par les astrocytes occupe une place importante dans la régulation
de I’excitabilité neuronale et dépend de pompes Na'/K" ATPase ou de canaux potassiques de
type Kir (Kofuji and Newman, 2004; Bay and Butt, 2012). Concernant la recapture de K via
la pompe Na'/K" ATPase, le principal facteur limitant son activité est la concentration
intracellulaire de sodium (dont I’augmentation intracellulaire augmente ’activité de la pompe
et augmente de ce fait, la recapture du K") (Pellerin and Magistretti, 1997; Lupfert et al.,
2001). Cette concentration intracellulaire de sodium est en partie régulée par les échangeurs
Na'/Ca®". Ainsi, les augmentations de calcium intracellulaires au sein des astrocytes
augmentent activité de I’échangeur Na'/Ca®" et par conséquent celle de la pompe Na/K*
ATPase, permettant ainsi la recapture du K. Ce phénoméne a été mis en évidence en culture,
en tranches au niveau de 1’hippocampe et in vivo au niveau du cortex chez la souris (Wang et
al., 2012). Dans notre étude, la diffusion du BAPTA dans le réseau astrocytaire n’a pas
engendré de modifications significatives des parametres électrophysiologiques neuronaux.
D¢s lors, nous pouvons imaginer que les effets de la dialyse du BAPTA ne seraient pas liés a
des modifications de la conductance ou de 1’excitabilité membranaire. C’est pourquoi notre
hypothese s’est portée sur 1'un des mécanismes dépendant du calcium les plus étudiés ces

derniéres années : la gliotransmission.

11.3.4 Hypothése de la gliotransmission

En partant du postulat que la gliotransmission est un phénoméne dépendant du calcium
(Araque et al., 2000; Pascual et al., 2005; Panatier et al., 2011; Verkhratsky et al., 2012), nous
avons €émis 1’hypothése que les activités calciques spontanées des astrocytes de la SNr
pourraient étre a I’origine d’une libération de gliotransmetteur impliquée dans la régulation de
la fréquence de décharge neuronale.
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Grace a une approche pharmacologique, nous avons montré que 1’inhibition des récepteurs de
I’adénosine de type A; conduit aux mé€mes conséquences que la dialyse du BAPTA sur la
fréquence de décharge des neurones de projection. Cela permet d'émettre I'hypothése que les
activités calciques spontanées des astrocytes pourraient étre a 1’origine d’une libération d'ATP

conduisant a I'activation des récepteurs A suite a 1'action d'ecto-nucléotidases.

Cependant, afin de montrer que I’adénosine provient d’une libération d’ATP par les astrocytes
et que cette libération est dépendante du calcium [car I’ATP peut étre libéré de maniere
dépendante ou indépendante du calcium (Hamilton and Attwell, 2010)], des études
complémentaires seront nécessaires. L’utilisation d’outils permettant de bloquer la libération
vésiculaire nous permettrait tout d’abord d’établir si les activités calciques astrocytaires sont
bien responsables d’une libération de gliotransmetteurs. Etant donné que la libération
vésiculaire par les astrocytes semble étre dépendante d’interactions protéiques sensibles a la
toxine tétanique (Pascual et al., 2005), il serait possible d’inhiber la gliotransmission en
utilisant cette toxine. Cette démonstration a été faite dans un travail réalisé par Aude Panatier
et collaborateurs (2011). Dans cette étude, les auteurs mettent tout d’abord en évidence
I’implication de fonctions astrocytaires dépendantes du calcium, en utilisant la technique de
diffusion du BAPTA dans un astrocyte (ils montrent alors que cette diffusion diminue
’efficacité de la transmission synaptique au niveau de la région CA1 de I’hippocampe chez le
rat). L’application d’antagonistes des récepteurs de I’adénosine de type Asa reproduit les
effets de la diffusion du BAPTA ce qui suggere une implication de I’adénosine. Enfin, ces
auteurs montrent que la diffusion dans un astrocyte du fragment léger de la toxine tétanique
(TeTx-LC) mime les effets de la dialyse du BAPTA, ce qui montre que les astrocytes sont
responsables d’une libération vésiculaire et probablement d’ATP (Panatier et al., 2011). Dans
notre étude, cette méthode pourrait donc nous permettre de faire le lien entre les activités
calciques spontanées et la gliotransmission. Cependant, cela ne nous permettrait pas d’établir
de lien direct avec ’ATP. Afin de nous assurer que I’ATP est bien responsable des effets
observés par la diffusion du BAPTA, il faudrait mettre en évidence qu'une application d’ATP
et/ou d'adénosine peut reverser les effets du BAPTA sur la fréquence de décharge neuronale.
L’ensemble de ces expériences nous permettrait alors de valider I’hypothése d’une libération

d’ATP dépendante du calcium par les astrocytes.

L'activation des récepteurs de type A, majoritairement situés au niveau pré-synaptique des
terminaisons subthalamo-nigrales (Shen and Johnson, 1997), conduit a une diminution de la
transmission glutamatergique. Dans le paragraphe 1.3.4 des rappels bibliographiques, nous
avions décrit le fait que les récepteurs de type A; présentent une forte affinité pour
I’adénosine et sont activés en premiere intention lors d’une libération basale (provenant alors
majoritairement d’une libération d’ATP par les astrocytes). A I'inverse, lors d’activités a

haute fréquence, I’adénosine libérée par les neurones peut activer les récepteurs A, et mener
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a une augmentation de la transmission homo-synaptique conjointement a une diminution de la
transmission hétéro-synaptique (Cunha, 2008). L’expression des récepteurs de type Aja n’est
pas vraiment établie au niveau de la SNr mais si ces récepteurs sont présents, ils ne seraient
peut-étre pas activés en conditions basales, ce qui pourrait expliquer 1’absence d’effet
observée dans cette étude (pour l'instant préliminaire) avec les inhibiteurs des récepteurs de
type Aza. Par ailleurs, si tel est le cas, ces récepteurs seraient alors probablement activés lors
d’activités neuronales plus soutenues comme lors de la maladie de Parkinson ou lors de la
SHF du NST. L’ensemble de ces informations suggere que 1’adénosine pourrait avoir un role
important a jouer dans la régulation de la SNr en condition physiologique via 1’activation des
récepteurs de type A; et peut-étre en condition pathologique et lors de la SHF du NST via

I’activation des récepteurs de type Asa.

Enfin, il faut garder a D’esprit que tous les gliotransmetteurs potentiels n’ont pas été
investigués dans cette étude. Notamment, la glycine pourrait également étre impliquée dans
l'effet observé. Tout d’abord, 1’activation des récepteurs de la glycine au niveau de la SNr
induit une inhibition de I’activité neuronale dans la SNr (Dray et al., 1976; Ye et al., 1997).
De plus, une étude a montré que 1’origine de la glycine dans la SNr pourrait étre astrocytaire
(Dopico et al., 2006). Ces informations font de la glycine un bon candidat, dont 1’action

pourrait également permettre de diminuer la fréquence de décharge des neurones de la SNr.

11.3.5 Conclusion

Les résultats obtenus ici démontrent pour la premiere fois que les astrocytes jouent un rdle
actif dans la régulation de I’activité neuronale de la SNr et ce en condition basale (i.e. en
absence de toute stimulation externe et en condition physiologique). Cette régulation se fait au
moins a deux niveaux, via la recapture de glutamate et de GABA extracellulaire et via un
mécanisme dépendant du calcium, pouvant éventuellement conduire a une libération d’ATP.
Grace a leur activité de recapture, les astrocytes participent ainsi a la régulation de la balance
glutamate/GABA, primordiale dans la régulation de 1’activité neuronale de la SNr. D’autre
part, grace a leur activité calcique spontanée, ils contribuent a diminuer la fréquence de
décharge neuronale de la SNr. L’ensemble de ces résultats montrent pour la premiére fois,
I’implication des astrocytes dans la régulation physiologique de I’activité¢ neuronale de la
structure de sortie des GB et ce, en condition basale. Ces informations ajoutent alors un
niveau de complexité supplémentaire aux nombreuses modulations de I’activité neuronale de
la SNr et pose la question du rdle de ces cellules en conditions pathologiques ou lors de la
SHF du NST.
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Discussion générale et
perspectives

Dans ce travail, nous avons étudié les interactions bidirectionnelles entre les neurones et les
astrocytes de la SNr, en condition physiologique. Grace aux techniques d’imagerie calcique et
d'électrophysiologie, nous avons pu mettre en évidence des régulations bilatérales entre les
activités neuronales et astrocytaires au sein de cette structure. Tout d’abord, nos résultats
révelent la présence d’activités calciques spontanées dans les astrocytes de la SNr. Ces
activités sont a la fois autonomes et dépendantes de ’activité neuronale. Ainsi, les astrocytes
sont sensibles aux libérations toniques de glutamate et de GABA en condition basale ou lors
de la SHF du NST. A D’inverse, nous avons montré que les astrocytes régulent 1’activité de
décharge spontanée des neurones de la SNr. Cette régulation fait intervenir, de maniére non
exhaustive, 1) la recapture astrocytaire du glutamate et/ou du GABA extracellulaire et 2) un
mécanisme dépendant du calcium. Bien que préliminaires, nos résultats suggerent que les
activités calciques spontanées pourraient €tre a 1’origine d’une libération d’ATP, responsable
d’une diminution de la libération de glutamate au niveau des terminaisons subthalamo-

nigrales.

Dans cette partie, nous discuterons plus particulicrement de l'aspect bidirectionnel des
interactions neurone-astrocyte au sein de la SNr, des conséquences fonctionnelles de ces
interactions et des potentielles implications que ces interactions pourraient avoir en condition

pathologique dans la dérégulation de I'activité neuronale de la SNr.
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I Aspect bidirectionnel de la
communication entre les neurones et les
astrocytes de la SNr.

L. 1. Les astrocytes de la SNr et la balance glutamate/GABA : spectateurs ou
acteurs ?

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que les astrocytes de la SNr sont activés de
maniere tonique par les libérations spontanées de glutamate provenant du NST et de GABA
provenant probablement du GPe et des collatérales d’axones de la SNr. En paralléle, nous
avons montré que les astrocytes modulent 1’action de ces neurotransmetteurs, en controlant
d’une part, la durée et la puissance d’action du glutamate (et probablement également du
GABA) dans la fente synaptique et d’autre part, la fréquence de décharge neuronale via une
régulation potentielle de la libération de glutamate. Ainsi, les astrocytes seraient non
seulement sensibles a la balance glutamate/GABA mais ils seraient également acteurs dans la
régulation de cette balance, cruciale dans la transmission des informations au thalamus. Par
ailleurs, cela suggere qu’ils pourraient également étre impliqués dans la perturbation de cet
équilibre, notamment en condition pathologique. Nous discuterons de 1’éventuelle implication

des astrocytes de la SNr dans certains aspects de la maladie de Parkinson par la suite.

L’induction d’un signal calcique dans les astrocytes de la SNr met en jeu une activation des
récepteurs du glutamate et du GABA, exprimés de maniére hétérogene par les astrocytes.
Nous avons observé que certains astrocytes sont activés uniquement par le glutamate et
d’autres uniquement par le GABA alors que certains peuvent étre activés par les deux types
de neurotransmetteurs. Ces différences d'activation avaient été mises en évidence par Céline
Bouyssiéres (thése Céline Bouyssieres, 2008). Cela suggere que les astrocytes de la SNr
pourraient exprimer différents profils de récepteurs. Cette expression différentielle a
¢galement été mise en évidence au niveau de I’hippocampe, ou les astrocytes sont activés par
le glutamate provenant des collatérales de Schaeffer, par I’ACh provenant de 1’alveus mais
pas par le glutamate provenant également de I’alveus. Cela suggere que les récepteurs du
glutamate sont localisés préférentiellement au niveau des terminaisons des collatérales de
Schaefter, ce qui permet de régionaliser les différents types d’informations neuronales (Perea
and Araque, 2005). Dans le cas de la SNr, nous pourrions imaginer que les prolongements

astrocytaires situés au niveau des terminaisons subthalamo-nigrales expriment
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préférentiellement les récepteurs du glutamate alors que les astrocytes dont les prolongements
sont majoritairement en contact avec les synapses GABAergiques (striato-nigrales, pallido-
nigrales, nigro-nigrales) exprimeraient surtout des récepteurs du GABA. Par ailleurs, ces deux
types d’activation (par le GABA ou le glutamate) sont-ils a ’origine d’effets similaires ? En
effet, les signaux calciques induits par ’activation de différents types de récepteurs se
distinguent par des typologies spatiotemporelles différentes conduisant a I'activation de cibles
cellulaires différentes (Verkhratsky and Kettenmann, 1996; Berridge et al., 2003).
L'activation des récepteurs du glutamate ou du GABA, voire des différents sous-types de
récepteurs pour le glutamate, pourrait donc étre a 1’origine de I’activation de différentes voies
de signalisation et aboutir a des conséquences fonctionnelles distinctes. Si tel est le cas, nous
pourrions alors imaginer que les astrocytes de la SNr pourraient étre organisés en territoires
fonctionnels comme cela a été décrit dans d’autres structures (Fellin, 2009) avec une prise en
compte des informations synaptiques et une intégration des ces informations propre a chaque
astrocyte, en fonction des synapses recouvertes, de l'environnement synaptique voire des

zones anatomiques de la SNr.

Pour aller plus loin, nous pourrions également imaginer que ces territoires pourraient étre
recrutés de différentes maniéres en fonction de 1'état de fonctionnement du réseau des GB. En
effet, il est intéressant de noter que la part de GABA et de glutamate impliquée dans la
réponse a la SHF différe de ce qui est observé en condition basale. Concernant les activités
calciques spontanées en absence de stimulation, les récepteurs du glutamate semblent étre
majoritairement impliqués (le blocage des récepteurs du glutamate diminue la proportion
d’astrocytes spontanément actifs d’environ 64% alors que le blocage des récepteurs du GABA
entraine une diminution d’environ 48%). Lorsque le NST est stimulé a haute fréquence, cette
tendance s’inverse (le blocage des récepteurs du GABA entraine une diminution d'activité
d’environ 73% et celui des récepteurs du glutamate d’environ 69%). Ces différences sont
peut-étre le reflet de la modulation de la balance GABA/glutamate imposée par la SHF du
NST (Maurice et al., 2003; Windels et al., 2003; Boulet et al., 2006) : de maniere spéculative,
nous pouvons imaginer qu’en fonction des parameétres de stimulation, celle-ci pourrait
moduler différemment les afférences subthalamiques et pallidales et, au final, recruter
différents territoires astrocytaires fonctionnels. De plus, si ’activation des astrocytes par le
GABA ou le glutamate stimule différentes voies de signalisation et aboutit a la mise en jeu de
différentes fonctions cellulaires, alors nous pouvons imaginer que la SHF du NST pourrait
adapter les fonctions des astrocytes de la SNr. Cependant, les différences d’activation des
récepteurs observées en condition basale ou suite a la SHF du NST pourraient également étre

le résultat d’effets indirects, passant par I’activation de différents récepteurs neuronaux.

Ainsi, les astrocytes semblent étre des « spectateurs » de la balance GABA/glutamate, dans le

sens ou ils sont affectés par les libérations de ces deux neurotransmetteurs. Cette activation
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des astrocytes pourrait se faire de maniere plus ou moins exclusive (uniquement par le
glutamate, uniquement par le GABA ou par les deux) créant ainsi des territoires fonctionnels
astrocytaires au sein de la SNr. Par ailleurs, la SNr est également la cible d'autres
neurotransmetteurs et neuromodulateurs, comme la dopamine, 1’acétylcholine, la sérotonine,
I’histamine ou la glycine (Zhou and Lee, 2011). Il faut donc garder a D’esprit que les

astrocytes pourraient également étre activés par 1’un ou plusieurs de ces acteurs.

A Dinverse, les astrocytes semblent également étre des acteurs dans la modulation de cette
balance excitation/inhibition grace, notamment, a leur activit¢ de recapture et via un
mécanisme dépendant du calcium. Ce mécanisme (que nous aborderons plus en détail dans le
paragraphe suivant), tend a diminuer la fréquence de décharge spontanée des neurones
nigraux. Lorsque la fréquence de décharge des neurones de la SNr est trop élevée, cela se
traduit par une inhibition excessive du thalamus, empéchant la transmission des informations
au cortex. Ces informations suggerent que les astrocytes pourraient étre impliqués dans la
transmission des informations entre la SNr et ses efférences. Nous avons mis en évidence que
le glutamate et probablement le GABA sont recaptés par les transporteurs astrocytaires. Il est
intéressant de noter que ces transporteurs pourraient agir en partenariat étroit dans la
régulation de 1’activité neuronale. En effet, il a été montré au niveau de I’hippocampe chez le
rat, que la recapture du glutamate par les astrocytes pouvait étre a I’origine d’une libération de
GABA par ces mémes astrocytes, par réversion des transporteurs GATs (Heja et al., 2009;
Heja et al., 2012). Un tel phénomeéne pourrait alors étre envisageable dans la SNr et ajouter un
niveau de complexité supplémentaire potentiellement dépendant des conditions

environnementales et territoriales.

Enfin, nous pouvons nous interroger sur I’impact de la recapture des neurotransmetteurs sur
les astrocytes eux-mémes, puisqu’il a été montré que ce phénomeéne pouvait s’accompagner
d’un signal calcique intracellulaire. C’est notamment le cas au niveau du cortex visuel chez le
furet, ou la réponse calcique des astrocytes a un stimulus visuel est bloquée par 1’inhibition
des transporteurs au glutamate (Schummers et al., 2008) ou encore dans le bulbe olfactif chez
la souris, ou la recapture du GABA induit des libérations de calcium des stocks internes
(Doengi et al., 2009). D¢s lors, la recapture du glutamate ou du GABA pourrait également
déclencher différentes fonctions astrocytaires dépendantes du calcium dont I'implication sera

discutée dans le paragraphe suivant.

L.2. Astrocytes et neurones de la SNr : un ménage a trois complexe.

Au-dela de leur activité de recapture, nos résultats montrent que les astrocytes sont capables

de réguler P’activité neuronale via un mécanisme dépendant du calcium. Certaines données
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nous permettent d’imaginer que ce phénomene pourrait notamment consister en une libération
d’ATP. Ainsi, au sein des synapses tripartites de la SNr, les astrocytes interviennent donc
dans la régulation de I’activité neuronale de différentes fagons. Ils permettraient en effet de
moduler la balance excitation/inhibition en recaptant le glutamate libéré et probablement le

GABA et peut-étre aussi de controler la libération de glutamate provenant du NST.

Cependant, I’absence d’informations concernant le recouvrement astrocytaire des synapses de
la SNr ne nous permet pas de conclure quant a I’action homo ou hétéro-synaptique de I’ATP.
En effet, plusieurs scénarii sont envisageables (figure 41). Dans 1’hypotheése ou seules les
synapses glutamatergiques seraient enrobées, 1’adénosine pourrait agir de maniere homo-
synaptique et rétrograde (figure 41A). Cependant, au vu des résultats précédents montrant
’activation des astrocytes par le glutamate et/ou le GABA, il est peu probable que seules les
synapses glutamatergiques soient en contact avec un prolongement astrocytaire. Dans
I’hypothese ou les deux types de synapses seraient tripartites, 1’adénosine pourrait alors
également agir de maniere hétéro-synaptique comme cela a été décrit au niveau des
collatérales de Schaeffer (Pascual et al., 2005; Serrano et al., 2006). Cette situation conduit
également a plusieurs niveaux de régulation. Etant donné qu’un méme astrocyte peut
contacter plusieurs neurones (Halassa et al., 2007b), celui-ci pourrait étre activé au niveau de
I’un de ses contacts synaptiques et libérer de I’ATP au niveau d’un autre (figure 41B). Enfin,
I’astrocyte pourrait étre activé et entrainer une libération d'ATP a distance (figure 41C). Ce
mécanisme pourrait alors étre sous-tendu par la propagation d’un signal calcique via les
jonctions communicantes de type gap au sein du réseau astrocytaire. Grace a ce phénomene,
des astrocytes distants pourraient étre activés et agir en retour sur 1’activité neuronale, a

différents niveaux de la SNr.

Par ailleurs, les différentes situations décrites ci-dessus ne sont pas exclusives et ces différents

mécanismes pourraient étre impliqués de manicre simultanée.
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Projection Projection
subthalamo-nigrale pallide-nigrale

Projection
subthalamo-nigrale

Projection
pallido-nigrale Projection
subthalamo-nigrale

Figure 41: Hypothéses des conséquences d'une gliotransmission d’ATP dans la SNr. A. Hypothese de [’action
homo-synaptique de I’adénosine : I’ATP libéré par les astrocytes est transformé en adénosine qui, via [’activation
des récepteurs de type A;, agit de maniere rétrograde et diminue la libération de glutamate dans la SNr. B.
Hypothése de I’action hétéro-synaptique de [’adénosine au niveau d’un méme astrocyte : les contacts avec
différents neurones permettent a un méme astrocyte d’agir différemment en fonction de la synapse contactée.
Cette hypothese suggere [’existence de micro-domaines fonctionnels au sein d’un méme astrocyte. C. Hypothése
de D’action hétéro-synaptique de I’adénosine via la diffusion de vague calcique : I’activation d’un astrocyte
entraine la libération d’ATP par un autre astrocyte du rvéseau. Glu : glutamate, Ade : adénosine. Modifié d'apres
Cunha, 2008.

Cependant, de nombreuses questions demeurent, concernant par exemple le type d’activités
calciques (autonomes ou évoquées) responsable de la libération d’ATP. D’autre part, nous
avons précédemment discuté le fait que, selon le type d’activation (glutamate versus GABA),
les voies de signalisation mises en jeu pouvaient étre différentes. Dés lors, la libération d’ATP
peut-elle étre provoquée par ces deux types d’activation ? Ces différentes interrogations

ouvrent différents champs d'investigations pour la suite.

L’organisation des astrocytes au sein de la SNr est également un point qu’il nous faudra
¢tudier en détail. Des expériences de reconstructions tridimensionnelles de synapses

glutamatergiques et GABAergiques suite a des acquisitions en microscopie €lectronique sont
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actuellement en cours et seront trés informatives (collaboration avec Karin Pernet-Gallet,
Grenoble Institut des Neurosciences). Comme nous 1’avons décrit ci-dessus, la définition du
type de synapse (symétrique ou asymétrique) contacté par un prolongement astrocytaire nous
permettrait de mieux comprendre le mode d’action de I’ATP. Par ailleurs, cela nous
permettrait d’établir la proportion de synapses tripartites dans la SNr. En effet, le degré
d’enrobage synaptique varie en fonction des structures. Chez le rat, au niveau de
I’hippocampe par exemple, environ 57% des synapses sont enrobées (Ventura and Harris,
1999) contre seulement 29% au niveau du cortex visuel (Spacek, 1985). Des différences
peuvent également étre retrouvées au sein d’une méme structure. C’est le cas du cervelet,
chez le rat, ou environ 67% des synapses sont tripartites au niveau des fibres parall¢les contre
94% au niveau des fibres grimpantes (Xu-Friedman et al., 2001). L’enrobage synaptique est
un phénomene important car il permet d’augmenter I’efficacité de la transmission synaptique
(Witcher et al., 2007). Cette information nous permettrait donc d’évaluer le degré
d’implication des astrocytes dans la régulation de I’activité neuronale nigrale. En paralléle, il
serait intéressant d’étudier si I’enrobage astrocytaire de la SNr est un phénomene dynamique
[comme décrit au niveau de I’hippocampe (Haber et al., 2006a)]. Si tel est le cas, la
dynamique du recouvrement pourrait-elle s’adapter aux conditions, comme par exemple, aux
modulations de la balance GABA/glutamate ? Enfin, I’organisation des réseaux astrocytaires
au sein de la SNr est également une donnée importante. Cette structure est organisée de fagon
particuliere en respectant une géométrie en « pelure d’oignon » autour d’un noyau central
(Deniau and Chevalier, 1992; Deniau et al., 1996). Il serait intéressant de savoir si les réseaux
astrocytaires respectent également cette organisation. Si tel est le cas, cela indique que les
astrocytes appartenant a un méme réseau peuvent étre activés et réguler certains territoires
fonctionnels de la SNr comme cela a été décrit au niveau du cortex somatosensoriel [ou les
réseaux sont confinés au sein d’un méme tonneau (Houades et al., 2008)]. D’un point de vue
fonctionnel, cela suggérerait que les astrocytes respectent la somatotopie des afférences et
efférences de la SNr. A I’inverse, les réseaux astrocytaires pourraient s’étendre sur différents
territoires anatomiques nigraux, a 1’image de 1’arborisation dendritique décrite dans cette

structure (Mailly et al., 2001) et participer alors a une sorte de continuum de I’information.

A plusieurs reprises, nous avons évoqué le mode d’action différentiel de I’adénosine sur les
récepteurs de type A; ou Aja. Dans la partie précédente, nous avons émis ’hypothese que
I’activation des récepteurs de type Aja, s’ils sont présents dans la SNr, pourrait ne pas avoir
lieu en conditions basales mais étre mise en jeu lors d’activités neuronales plus intenses,
comme par exemple durant la SHF du NST. Si tel était le cas, quelles seraient alors les
conséquences sur l’activité neuronale de la SNr? Ici encore, plusieurs hypotheéses sont
possibles. L’activation des récepteurs de type A,a pourrait en effet augmenter la libération de

glutamate ou de GABA, en fonction du type de synapse incriminé. En parallele, ’activation
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des récepteurs de type Aa pourrait s’opposer a celle des récepteurs de type A; (Cunha, 2008)
et étre ainsi, a 1’origine d’effets totalement opposés. Les récepteurs de type A,a pourraient
également avoir un role en condition pathologique et nous discuterons de cette hypothése par

la suite.

Enfin, n’oublions pas que I’excitabilité calcique des astrocytes est a 1’origine de différentes
fonctions et ne se résume pas seulement a la libération de gliotransmetteurs [qui de plus, reste
débattue (Fiacco et al., 2007; Agulhon et al., 2010)]. Ces fonctions sont diverses et
comprennent, entre autres, la régulation de la circulation sanguine au niveau local (Zonta et
al., 2003), la régulation de la recapture du K" (via la modulation de 1’activité de la pompe
Na'/K" ATPase) (Wang et al., 2012) ou encore la régulation de I’expression de transporteurs

ou récepteurs.

Au sein de la SNr, les astrocytes participent donc de maniere active a la régulation de
I’activité neuronale. L’ensemble des résultats présentés ici suggere que les astrocytes
pourraient intervenir a différents niveaux et de différentes manicres. Cette étude, bien que non
exhaustive, met en avant une implication de ces cellules dans la physiologie des ganglions de
la base, a I'instar de ce qui est déja connu dans le striatum (Goubard et al., 2011) et ouvre vers
différentes perspectives comme la caractérisation de ’enrobage synaptique dans la SNr,
I’organisation des réseaux astrocytaires, 1’établissement d’un lien direct entre les activités
calciques spontanées et la libération d’ATP, ou encore I’étude des interactions neurones-

astrocytes dans la SNt en conditions pathologiques.
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II Les astrocytes sont-ils impliqués dans

la deregulation de l'activité neuronale de
la SNr ?

Cette étude a mis en évidence, pour la premiere fois, I'implication des astrocytes dans la
régulation physiologique de ’activité neuronale de la SNr. Mais qu’en est-il des fonctions de
ces cellules en conditions pathologiques et notamment dans la maladie de Parkinson ? Comme
nous 1’avons précédemment décrit, la MP se caractérise par une perturbation de la balance
glutamate/GABA au sein de la SNr en conséquence d'une hyperactivité du NST et aboutit a
une hyperactivité de la SNr. Les astrocytes de la SNr étant sensibles a cette balance, cela
suggere qu’ils sont probablement concernés par cette perturbation. Une étude concernant les
activités calciques spontanées des astrocytes a montré que les astrocytes réactifs perdaient
leur capacité a émettre des signaux calciques de fagon spontanée (Aguado et al., 2002). Cette
information est d’autant plus importante que la MP s’accompagne d’une gliose réactionnelle
dans différents noyaux des GB dont la SNr (décrite chez le rat 1ésé a la 6-OHDA) (Gomide
and Chadi, 2005; Henning et al., 2008). Des lors, il serait intéressant d’étudier le devenir des
activités calciques spontanées des astrocytes de la SNr lors de cette pathologie. Cette question
commence tout juste a étre abordée au laboratoire. En effet, nous avons étudié les activités
calciques des astrocytes de la SNr lors d’un blocage de la transmission dopaminergique par
application d’antagonistes des récepteurs dopaminergiques de type D1 et D2 sur tranches. Il
avait été préalablement montré que, dans ces conditions, les neurones de la SNr adoptent un
mode de décharge en bouffées, caractéristique de la MP (Degos et al., 2005; Ibanez-Sandoval
et al., 2007; Aceves et al., 2011). Dans ces conditions de blocage de la transmission
dopaminergique, aucune différence significative n’a été observée au niveau de la proportion
d’astrocytes actifs au sein de la SNr. Cependant, nous avons relevé une modification, en terme
de codage des activités calciques. En effet, nous avons mis en évidence une diminution
significative de I’amplitude, de la durée et de la fréquence des signaux calciques astrocytaires.
Ce travail, réalisé par Anthony Bosson lors d'un stage de master 1, reste préliminaire mais
témoigne de modifications de I’excitabilité¢ astrocytaire induites par le blocage de la
transmission dopaminergique, apparenté a I’hypodopaminergie par certains auteurs (Aceves et
al., 2011). Les modifications de P’activité calcique des astrocytes seront également étudiées
dans un mod¢le de 1ésion a la 6-OHDA, permettant de se rapprocher au mieux des conditions
pathologiques. En effet, I’application d’antagonistes sur tranche ne reflete pas tous les aspects
de la pathologie et notamment les modifications au long cours comme [’astrogliose décrite

précédemment ou encore les plasticités se mettant en place dans I'ensemble du réseau des GB.
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Il sera également intéressant d’étudier les perturbations de certaines fonctions astrocytaires
comme la recapture ou la libération de gliotransmetteurs. Concernant la recapture, des
diminutions de 1’expression des transporteurs GLAST et GLT-1 ont été mises en évidence au
niveau du striatum chez le rat traité a la 6-OHDA (Chung et al., 2008) ou la souris intoxiqué
au MPTP (Dervan et al., 2004). Au niveau de la SNr, on sait que les taux de glutamate
extracellulaires sont augmentés en raison de 1’hyperactivité du NST (Windels et al., 2003) et
cela aboutit a une hyperactivité¢ des neurones de la SNr. Il serait donc intéressant d’étudier la
recapture du glutamate dans ces conditions. Les transporteurs sont-ils surexprimés afin de
limiter I’excitotoxicité ? A I’inverse, 1’activité des transporteurs est-elle perturbée, exacerbant
ainsi les effets néfastes de 1’hyper-glutamatergie ? Si le phénomeéne de couplage entre la
recapture de glutamate et la libération de GABA décrite précédemment existe dans la SNr, ce
phénomene est-il également perturbé ? 11 est intéressant de noter que la recapture astrocytaire
peut étre régulée de différentes facons. Il a par exemple été montré que la recapture du
glutamate peut étre diminuée par 1’action de I’adénosine via 1’activation des récepteurs de
type Axa exprimés par les astrocytes (Li et al., 2001; Matos et al., 2012). Dans I’hypothese ou
les astrocytes de la SNr exprimeraient ce type de récepteurs, ces informations sont alors d’un
intérét majeur. En effet, rappelons que les récepteurs de I’adénosine de type A,s semblent
plutot étre activés par de fortes concentrations d’adénosine, d’origine essentiellement
neuronale (Cunha, 2008). Des lors, les récepteurs de type A,a astrocytaires seraient plutot
activés lors de fortes activités neuronales, transitant par exemple par les neurones du NST lors
de la maladie de Parkinson. Dans ces conditions, la diminution du taux de recapture
astrocytaire du glutamate induite par 1’activation des récepteurs Aa contribuerait a exacerber

I’hyperactivité glutamatergique caractéristique de la maladie.

En parallele, si ’excitabilité calcique des astrocytes de la SNr est modifiée, cela engendrera
probablement des perturbations de leurs fonctions et, entre autres, de la gliotransmission.
Chez la souris traitée au MPTP, une étude a mis en évidence une augmentation des taux de D-
sérine et de sérine racémase dans les astrocytes au niveau de la SNc et du striatum, qui
pourrait étre a I’origine d’une suractivation des récepteurs NMDA et mener a des phénomenes
d’excitotoxicité (Lu et al., 2011). Ces résultats indiquent que 1I’hypodopaminergie peut étre a
I’origine de modifications fonctionnelles astrocytaires menant a 1’exacerbation de la

pathologie justifiant I'intérét de révéler de telles modifications dans la SNr.

Enfin, il serait intéressant de comparer le degré de recouvrement astrocytaire en condition
physiologique et pathologique, afin de déterminer si d’éventuels mécanismes de
compensation peuvent avoir lieu, a I'image de ce qui a été décrit dans le striatum (Villalba and
Smith, 2011).
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Nous avons montré que la SHF du NST augmente la proportion d’astrocytes actifs et nous
imaginons qu’elle pourrait ainsi recruter et moduler différents territoires fonctionnels. Dés
lors, il serait intéressant d’étudier I’impact de cette stimulation en conditions
d’hypodopaminergie. Les effets de la stimulation sur I’activité des astrocytes seraient-ils les
mémes qu’en conditions physiologiques ? Permettraient-ils de restaurer I’activité astrocytaire
de la SNr (dans I’hypotheése de modifications liées a la pathologie) ? Et pour aller plus loin,
les astrocytes de la SNr pourraient-ils étre impliqués dans certains des effets bénéfiques de la

stimulation sur I’activité neuronale ?

En conclusion, les différents travaux réalisés durant cette thése ont permis de mettre en
évidence une implication des astrocytes dans la régulation physiologique de D’activité
neuronale de la SNr. Nous avons montré que les relations entre ces deux types cellulaires sont
bidirectionnelles et ont de fortes conséquences fonctionnelles. Ces résultats ajoutent un niveau
de complexité supplémentaire aux différents mécanismes impliqués dans la régulation de
I’activité neuronale de la SNr, structure de sortie des GB, et mettent 1'astrocyte dans une

position de senseur et de modulateur de cette activité nigrale.
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