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Nouveaux mécanismes d’action du récepteur mGlu7a dans le thalamus : de
la synapse au comportement

Résumé

Le fonctionnement cérébral est régi par deux grandes forces : un système excitateur, princi-
palement supporté par la transmission glutamatergique, qui s’oppose à un système inhibiteur,
principalement supporté par la transmission GABAergique. L’influence mutuelle et équilibrée
de ces deux forces est déterminante pour établir et maintenir une activité neuronale physio-
logique au sein des réseaux neuronaux. Le récepteur métabotropique du glutamate de type
7, mGlu7, est capable de moduler à la fois la transmission glutamatergique et GABAergique,
mais sa localisation et son rôle synaptique précis restent largement méconnus à l’heure actuelle.
Il semble important pour contrôler le fonctionnement d’une circuiterie particulière sup-

portant notamment la perception sensorielle lors de l’éveil ou la perte de conscience lors de
l’endormissement, mais aussi les crises épileptiques d’absence lors d’un dysfonctionnement : le
circuit thalamo-cortical. Cette thèse porte sur l’étude des fonctions physiologiques médiées par
le récepteur mGlu7a au sein du réseau thalamo-cortical chez la souris. Pour cela, j’ai décor-
tiqué la localisation et les processus électrophysiologiques engendrés par le récepteur dans les
synapses thalamiques constituant la circuiterie thalamo-corticale. Le récepteur mGlu7a s’est
avéré essentiel dans le contrôle des rythmes oscillatoires au sein du thalamus, associés à la fois
au sommeil (les fuseaux de sommeil) et aux épilepsies de type absence.
Ce récepteur était présumé ne fonctionner que lors d’activités neuronales intenses. Cette

étude complète ce tableau. Elle met en évidence une activité constitutive du récepteur mGlu7a
au sein des synapses excitatrices et inhibitrices. Il exerce donc un frein permanent sur l’entrée
de Ca2+ dans les présynapses, un acteur crucial pour le développement du système nerveux, la
transmission synaptique, l’excitabilité et la plasticité neuronales. Je montre que cette activité
module la libération de glutamate et de GABA, mais aussi la plasticité à court terme dans
certaines synapses du circuit. De plus, le récepteur mGlu7a limite le tonus inhibiteur au sein
du thalamus et ainsi l’excitabilité globale thalamique.
De façon surprenante pour un récepteur du glutamate, l’ensemble de ces résultats suggère

une action physiologique du récepteur mGlu7a particulièrement impliquée dans le contrôle de
l’état d’excitabilité des neurones GABAergiques thalamiques et corticaux. En limitant l’ap-
parition d’activités synchrones au sein de la circuiterie, son action abouti in fine au maintien
d’un état conscient de l’individu, nécessaire aux traitements des informations sensorielles, mais
aussi à l’apprentissage et la mémoire.

Mots clés : récepteur métabotropique du glutamate mGlu7 – boucle thalamo-corticale –
fuseaux de sommeil – épilepsie absence – transmission synaptique – plasticité synaptique
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New action mechanisms of the mGlu7a receptor in the thalamus : from
synapse to behaviour

Summary

Brain functionning is gouverned by two master forces : excitation, mainly supported by glu-
tamatergic transmission, and inhibition, mainly supported by GABAergic transmission. The
mutual and balanced influence of these two forces is instrumental to establish and maintain
a physiological neuronal activity, particulary in neuronal networks involving several intercon-
nected brain area and neuron types. The metabotropic glutamate receptor type 7, mGlu7,
modulates both glutamatergic and GABAergic transmission, but its precise localization and
synaptic role are still widly unknown.
Recently, a genetic mouse model has highlighted mGlu7a receptor’s involvement into the

functionning of a particular network supporting somatosensory perception during arousal and
loss of consciousness during sleep, as well as absence epileptic seizures : the thalamo-cortical
network. This thesis aims at understanding physiological functions mediated by the mGlu7a
receptor in the thalamo-cortical circuit. I have dissected localization and electrophysiological
processes triggered by the receptor in thalamic synapses. The mGlu7a receptor was proved
as essential to control oscillatory rythmes in the thalamus, associated with both sleep-related
waves (spindles) and absence epileptic seizures.
This receptor was supposed to function only during high neuronal activities. In addition,

our study highlights a constitutive activity of mGlu7a receptor in excitatory and inhibitory
synapses. It thus exerts a permanent brake on Ca2+ presynaptic entry, which is crucial for
neuronal developpement, synaptic transmission, excitability and plasticity. I found that this
mechanism modulates glutamate and GABA release, but also short term plasticity in the
studied network. Moreover, mGlu7a receptor slows down the inhibitory tonus in the thalamus
and thalamic excitability.
Surprisingly for a glutamate receptor, these data suggest that the physiological action of

mGlu7a receptor is highly involved in the control of the excitability of inhibitory thalamic and
cortical neurons. By decreasing synchronous activities of the network, its action leads in fine
to the maintenance of a conscious, awake state of a subject, that is necessary for sensorial
informations processing, learning and memory.

Key words : metabotropic glutamate receptor mGlu7 – thalamo-cortical loop – sleep spindles
– absence epilepsy – synaptic transmission – synaptic plasticity
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Avant-propos

On connait depuis longtemps l’acide glutamique, ou glutamate, en tant qu’acide aminé consti-
tuant les protéines de l’organisme. Il est omniprésent dans notre alimentation : couramment
utilisé dans les préparations industrielles aussi bien que dans les restaurants pour relever le
goût, on le trouve par exemple dans le sel, le poivre, l’huile, les biscuits, les vins, les conserves
de légumes et de poissons, les hamburgers, les chips, les boissons gazeuses, et en grande quan-
tité dans les plats asiatiques. Le glutamate donne un goût particulier, le gout umami, aux
préparations. Une autre fonction du glutamate, spécifique au système nerveux, est cependant
longtemps restée méconnue. Ce n’est qu’en 1954 que Hayashi et ses collègues trouvèrent que
le glutamate pouvait induire des convulsions lorsqu’il était injecté de façon intra-artérielle
ou directement dans le cerveau [210]. Peu après en 1959, l’équipe de Curtis a montré que
le glutamate dépolarisait et excitait les neurones du système nerveux central [122]. Takeuchi
démontrait en 1963 que le glutamate activait des récepteurs répondant au neurotransmetteur
naturel (dont la nature restait inconnue) à la jonction neuro-musculaire chez l’écrevisse, comme
attendu pour un neurotransmetteur excitateur. Cependant, plusieurs aspects de l’action du
glutamate semblaient contraire à ce rôle. Par exemple, on le trouve en forte concentration dans
le cerveau et la plupart des neurones y sont sensibles, ce qui semblait à l’encontre de l’action
localisée classiquement attribuée aux neurotransmetteurs.
Il a fallu attendre les années quatre vingt pour que de nouvelles évidences valident la

fonction de neurotransmetteur du glutamate, notamment avec la découverte de ses différents
récepteurs. L’idée que le glutamate pouvait posséder plusieurs récepteurs distincts fut proposée
par McLennan et ses collègues en 1968. Ces chercheurs montraient une action différentielle du
glutamate ou de ses analogues selon les aires cérébrales [319]. Des différences régionales simi-
laires furent trouvées par Duggan au début des années 1970 au niveau de la moelle épinière
[147]. Une avancée majeure a été effectuée avec la mise en évidence des récepteurs canaux (iono-
tropiques) du glutamate dans les années 1980 : les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA),
kaïnate puis a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionate (AMPA), en fonction de leur
activation par certaines molécules agonistes (NMDA, kaïnate et AMPA respectivement, [342]).
Ensuite un nouveau type de récepteur fut découvert en 1985 par une équipe de l’institut : un
récepteur couplé aux protéines G (métabotropique ; RCPG), répondant au glutamate par une
augmentation de l’hydrolyse du phosphatidylinositol et de la mobilisation calcique intracellu-
laire [445]. Ce récepteur est maintenant appelé récepteur métabotropique du glutamate 1 ou
mGlu1. Peu après, un second type de récepteur métabotropique du glutamate couplé négati-
vement à l’adénylate cyclase fut mis en évidence [419]. Au cours des années 1990, de nombreux
progrès ont été effectués notamment en biologie moléculaire, permettant peu à peu d’identi-
fier les gènes et la structure des récepteurs du glutamate. L’existence de huit sous-types de
récepteurs métabotropiques fut ainsi dévoilée (mGlu1 à mGlu8). On sait maintenant que le
glutamate est utilisé dans 50 à 60 % des terminaisons axonales et que près de 90 % des neu-
rones y sont sensibles, faisant de cette molécule le principal neurotransmetteur excitateur du
système nerveux central mammalien.
Parmi les récepteurs métabotropiques du glutamate, le récepteur mGlu7 est celui qui pré-

sente la plus forte conservation génétique. La fonction de ce récepteur est longtemps restée
dans l’ombre, essentiellement à cause du manque d’outils pharmacologiques. En 2008, Federica
Bertaso et ses collègues ont mis en évidence que l’inactivation partielle du récepteur induit des
crises épileptiques d’absence chez le rongeur [41]. Ces crises impliquent un dysfonctionnement
du dialogue entre deux structures cérébrales distinctes : le thalamus et le cortex, suggérant un
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rôle clé du récepteur mGlu7a dans les synapses formant le réseau thalamo-cortical. Les rôles
attribués actuellement au récepteur mGlu7 semblent largement sous-estimés. Il nous a donc
paru nécessaire de mettre en lumière ses fonctions au niveau synaptique.
Lors de cette thèse, j’ai pris avantage de récents outils génétiques et pharmacologiques pour

étudier les fonctions physiologiques supportées par le récepteur mGlu7a. Plus précisément, mes
objectifs étaient de cartographier l’expression du récepteur et d’étudier ses fonctions synap-
tiques in vitro et in vivo. La partie I introductive présente les principaux mécanismes et acteurs
moléculaires de la neurotransmission et de la plasticité synaptique. Une description détaillée
du récepteur mGlu7 et du circuit thalamo-cortical est également consignée. La partie II dé-
veloppe les résultats expérimentaux obtenus : la localisation du récepteur mGlu7 dans les
présynapses thalamiques, son rôle dans l’établissement des rythmes thalamo-corticaux et des
comportements associés, et ses effets spécifiques sur la transmission et la plasticité synaptiques.
L’ensemble de ces résultats propose un nouveau concept quant au rôle du récepteur mGlu7
dans la modulation de l’excitabilité neuronale, discuté dans la partie III, où le récepteur pour-
rait exercer un contrôle permanent sur la balance excitation/inhibition grâce à son activité
constitutive.
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I.1 Neurones et communication nerveuse : généralités

I.1.1 Synapses et transmission nerveuse

Le cerveau est un organe extrêmement complexe où des milliards de neurones s’organisent
en réseaux et communiquent entre eux de façon précise grâce à des contacts spécifiques : les
synapses. Le nombre total de neurones du cerveau humain est estimé à environ 100 milliards
(75 millions chez la souris) et chaque neurone a en moyenne 10000 synapses. [452].

Un neurone est composé de trois parties : le corps cellulaire (soma) contenant le noyau,
l’axone qui sert à transmettre l’influx nerveux (un axone peut mesurer de 1 µm à plus d’1
m) et qui se termine souvent en arborescence et enfin les dendrites, beaucoup plus ramifiées
(Fig.I.1a). Les dendrites servent à recueillir l’influx nerveux et à le transférer jusqu’au soma.

Il existe deux types de synapses : les synapses électriques et les synapses chimiques [236]. Les
synapses électriques sont formées par des jonctions communicantes grâce auxquelles l’activité
électrique d’un neurone est directement transmise à un second neurone (Fig.I.1b). Ces struc-
tures, fréquentes chez les invertébrés, sont cependant rarement retrouvées chez les vertébrés,
chez qui la neurotransmission s’effectue en majorité via des synapses chimiques (Fig.I.1c). La
synapse chimique implique trois parties distinctes : la terminaison axonale appelée présynapse,
qui contient des vésicules dans lesquelles sont stockés les neurotransmetteurs, la fente synap-
tique, un petit espace entre la présynapse et la postsynapse, et la postsynapse qui contient
les récepteurs sur lesquels viennent se fixer les neurotransmetteurs. Ces contacts peuvent se
former sur les dendrites, les axones ainsi que sur les somas [452].

Différentes études de microscopie électronique ont montré l’existence de deux types de
synapses chimiques. Les synapses de type I possèdent des vésicules sphériques au niveau pré-
synaptique ainsi qu’un épaississement apparent de la membrane postsynaptique, la densité
postsynaptique (PSD), formant une synapse asymétrique. Les synapses de type II quant à
elles possèdent une fine PSD et une fine fente synaptique, présentant une configuration symé-
trique. D’autres études ont démontré que les synapses de type I sont excitatrices, alors que
celles de type II sont inhibitrices [196].

En condition basale, les neurones présentent des charges ioniques inégales de part et d’autre
de leur membrane plasmique. Les membranes sont donc soumises à une différence de poten-
tiel, de l’ordre de -60 mV : elles sont polarisées. Les activités nerveuses correspondent à des
modifications de ce potentiel membranaire. L’influx nerveux, appelé potentiel d’action (PA),
est généré selon la loi dite du "tout ou rien". Il résulte d’une dépolarisation membranaire qui
doit obligatoirement atteindre une valeur seuil d’environ -40 mV pour générer un PA. Lorsque
ce seuil est atteint, des canaux ioniques sodiques et potassiques sensibles au voltage s’ouvrent
massivement. Le flux d’ions à travers ces canaux induit une inversion rapide et puissante du
potentiel de membrane, qui atteint environ +40 mV, avant de revenir au potentiel de repos :
c’est le potentiel d’action. Ainsi, une dépolarisation membranaire tendra à atteindre le seuil
d’excitation, alors qu’une hyperpolarisation diminuera la probabilité d’atteindre cette valeur
seuil [151].

La transmission synaptique permet aux influx nerveux de médier l’information d’un neu-
rone à une cellule cible (neurone, muscle ou cellules glandulaires). Le PA est généré au niveau
du soma et se propage le long de l’axone jusqu’à sa terminaison, la présynapse. Cela induit l’ou-
verture rapide et massive de canaux calciques voltage-dépendants (Cav), sources principales de
l’entrée de calcium présynaptique [150, 360, 79]. L’entrée de calcium dans la présynapse induit
une cascade d’évènements qui déclenchent la fusion des vésicules avec la membrane plasmique
et la libération de neurotransmetteur dans la fente synaptique [452]. Le neurotransmetteur
diffuse alors et se fixe sur ses récepteurs postsynaptiques spécifiques (Fig.I.1c). Cela engendre
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Figure I.1 – Illustrations schématiques d’un neurone et des caractéristiques ultra-
structurelles de ses contacts synaptiques.

(a) Schéma d’un neurone avec ses dendrites et son axone. (b) Une synapse électrique formée par l’assemblage

de connexine en canaux ioniques, permettant aux influx nerveuses de se propager instantanément d’un neurone

à l’autre. (c) Une synapse chimique dont les principaux éléments pré- et postsynaptiques sont indiqués. Ces

synapses convertissent les influx électriques en signaux chimiques. L’arrivée d’un potentiel d’action induit l’ou-

verture de canaux calciques voltage-dépendant et l’entrée de Ca2+ dans la présynapse. Les ions Ca2+ provoquent

la fusion des vésicules à la membrane et la libération de neurotransmetteur dans la fente synaptique. Les mo-

lécules se lient sur leurs récepteurs ionotropiques et métabotropiques. Leur activation engendre directement ou

indirectement une entrée d’ions, induisant une différence de potentiel membranaire : les potentiels postsynap-

tiques excitateurs ou inhibiteurs. S’il n’est pas immédiatement recapté par les cellules, le neurotransmetteur

peut diffuser et activer des récepteurs extrasynaptiques.
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un flux d’ions entrant ou sortant qui modifie le potentiel membranaire. Si la cellule cible est un
neurone, ce potentiel postsynaptique (PPS) va à son tour se propager de façon passive jusqu’au
soma où il induira un nouveau potentiel d’action, ou au contraire empêchera le déclenchement
d’un PA respectivement [151].

Grâce à l’évolution des techniques, les biologistes ont pu, vers les années 50, mesurer les
courants électriques qui résultent de l’activité de groupes de canaux ioniques [216]. Depuis les
années 70, grâce à la technique du patch-clamp, on sait même détecter les courants générés
par des canaux ioniques individuels. Le principe du patch-clamp est simple : en posant une
fine pipette (microélectrode) en verre de forme adéquate sur une membrane cellulaire, on isole
un petit morceau (patch en anglais) de membrane, avec les canaux ioniques qu’il contient, puis
on étudie individuellement les propriétés chimiques et électriques des canaux. Le principal
avantage de cette technique par rapport à l’enregistrement intracellulaire classique est donc
de pouvoir passer du stade cellulaire au stade moléculaire. Dans la technique du patch-clamp,
une fenêtre peut également être créée entre la microélectrode et l’intérieur de la cellule afin
d’enregistrer l’ensemble des courants ioniques de la cellule. L’avantage du patch-clamp par
rapport à l’enregistrement intracellulaire classique est d’avoir un très faible taux de fuite de
courant au niveau du contact entre l’électrode et la membrane de la cellule enregistrée et ainsi
d’augmenter le rapport signal/bruit. Cette technique a permis à ses inventeurs [344] d’obtenir
le prix Nobel de médecine en 1991 et des avancées significatives dans la compréhension des
mécanismes des propriétés d’excitabilité cellulaire, notamment au niveau du système nerveux.
Un grand nombre de résultats présentés dans cette thèse ont été obtenus grâce au patch-clamp.

I.1.2 Neurotransmetteurs, transporteurs et récepteurs

Les neurotransmetteurs sont des messagers chimiques qui portent l’information d’un neurone
à un autre. La complexité de ces molécules est très variable, allant de deux carbones pour la
glycine à de gros peptides [236]. Plusieurs classes de neurotransmetteurs ont été identifiées.
Les principales sont les acides aminés, les monoamines (synthétisées à partir d’un acide aminé)
et les endorphines (peptides opiacés), mais diverses autres substances servent également de
neurotransmetteurs, comme les hormones peptidiques et les gaz (monoxyde de carbone et
monoxyde d’azote) par exemple (Table I.1). Le glutamate et le GABA, qui nous intéressent
dans le cadre de cette thèse, sont tout deux des acides aminés. Le bon fonctionnement du SNC
dépend de son état homéostasique, régulé et maintenu par deux forces opposées : l’excitation
et l’inhibition. Deux principaux neurotransmetteurs jouent un rôle clé dans cette balance
excitation/inhibition. Ce sont le Glutamate et le GABA, qui à eux seuls couvrent plus de 90
% de la neurotransmission au sein du SNC [508]. Les neurotransmetteurs sont synthétisés puis
stockés dans des vésicules qui sont acheminées le long de l’axone jusqu’aux présynapses. Ces
molécules sont libérées massivement dans la fente synaptique lorsqu’un PA arrive au niveau
présynaptique. Après s’être fixés spécifiquement sur leurs récepteurs, les neurotransmetteurs
sont rapidement éliminés de la fente synaptique soit en étant dégradés par des enzymes, soit
en étant recapturés par des transporteurs spécifiques et recyclés au niveau des présynapses et
des cellules gliales. Ce processus prépare la synapse à transmettre une nouvelle information de
façon fiable et efficace [96]. Cependant, quelques molécules peuvent parfois diffuser hors de la
fente synaptique et activer des récepteurs extrasynaptiques [62].

Les neurotransmetteurs activent deux types distincts de récepteurs : les récepteurs iono-
tropiques qui forment des canaux ioniques à travers la membrane, laissant directement entrer
ou sortir des cations ou des anions lorsque le neurotransmetteur est fixé. Ces récepteurs per-
mettent une transmission rapide de l’information, de l’ordre de la milliseconde. Au contraire,
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Table I.1 – Classification des neurotransmetteurs.

Neurotransmetteurs à petites
molécules

Neuropeptides (3-36 acides
aminés)

Gaz

• Acides aminés
- Glutamate
- GABA
- Glycine

• Monoamines
- Catécholamines : dopamine,
noradrénaline, adrénaline
- Indolamines : sérotonine
- Imidazolamines : histamine

• Purines
- ATP
- Adénosine

• Peptides opiacés
- Enképhaline
- Endomorphine
- Dynorphine

• Hormones peptidiques
- Ocytocine
- Substance P
- Vasopressine
- Prolactine
- Cholécytokinine
- Neuropeptide Y
- Angiotensine ...

CO et NO

D’après [236].

les récepteurs métabotropiques activent des protéines G et ainsi des voies de signalisation in-
tracellulaires qui régulent l’ouverture ou la fermeture de canaux ioniques, modulant ainsi la
transmission synaptique. Leur action peut durer de quelques millisecondes à plusieurs heures
[236].

Les récepteurs présentent un profil d’expression et de localisation subcellulaire spécifique
pour chaque neurotransmetteur. Certains sont exprimés au niveau de la postsynapse, où ils
participent à la génèse des potentiels postsynaptiques. D’autres sont exprimés au niveau pré-
synaptique : les auto-récépteurs dans les présynapses libérant leur neurotransmetteur et les
hétéro-récepteurs dans les présynapses libérant un autre type de neurotransmetteur. Comme
mentionné auparavant certains récepteurs sont également exprimés au niveau extrasynaptique.
La transmission extrasynaptique est plus diffuse car elle dépend de la concentration ambiante
du neurotransmetteur [476]. Elle participe de façon permanente au contrôle de l’excitabilité
neuronale, contrairement à la transmission synaptique qui est phasique, rapide et localisée.

L’activation spécifique des récepteurs ionotropiques et métabotropiques par un neurotrans-
metteur donné peut parfois aboutir à des effets antagonistes, à la fois excitateurs et inhibiteurs,
comme c’est le cas pour le glutamate par exemple. Ce double effet permet de réguler direc-
tement la libération et l’effet du neurotransmetteur, participant ainsi au maintient de l’état
homéostatique du cerveau [302].

I.1.3 Récepteurs ionotropiques

Les récepteurs ionotropiques sont des canaux ioniques insérés dans la membrane. Lorsque
le neurotransmetteur se lie sur le récepteur, cela induit l’ouverture du canal et le passage
d’ions du milieu extracellulaire au milieu intracellulaire ou inversement. Certains sont sélectifs
aux cations (Ca2+, Na2+, K+), d’autres aux anions (Cl−) [236]. Le flux d’ion traversant la
membrane via ces récepteurs engendre un courant de l’ordre du picoAmpère mesurable grâce
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à des méthodes électrophysiologiques, qui modifie le potentiel membranaire (Em). Lorsque
le neurone est au repos, son potentiel de membrane est d’environ -60 mV. La liaison des
neurotransmetteurs aux récepteurs ionotropiques peut induire une dépolarisation (excitatrice)
de la postsynapse, ou au contraire une hyperpolarisation (inhibitrice), qui se propage ensuite
de façon passive le long du dendrite jusqu’au soma [510].

Table I.2 – Classification et structure générale des récepteurs ionotropiques.

Superfamille des
récepteurs à Cys-loop

Famille des récepteurs
du glutamate

Famille des récepteurs
P2X

Pentamères Tétramères Trimères

Ach nicotiniques
5HT3

GABAA

Glycine
ZAC

NMDA
AMPA
Kaïnate

P2X

Les segments transmembranaires TM2, en rouge, forment le pore du canal lors de l’association fonctionnelle en

multimères. Les ponts disulfures sont représentés en jaunes. D’après [247].

La durée de ces processus (dépolarisation et hyperpolarisation) est déterminée par la durée
d’ouverture du pore ionique des récepteurs ionotropiques (quelques millisecondes). Les po-
tentiels postsynaptiques excitateurs (PPSE) sont portés généralement par les récepteurs du
glutamate localisés dans la densité postsynaptique, alors que les potentiels postsynaptiques
inhibiteurs (PPSI) impliquent des récepteurs du GABA ou de la Glycine [236]. D’autres ré-
cepteurs ionotropiques se situent au niveau de la présynapse, où ils modulent la libération de
neurotransmetteur : c’est le cas de récepteurs activés par la sérotonine (5-HT3), l’acétylcholine
(récepteurs nicotiniques) ou encore l’ATP (récepteurs P2X). Enfin, certains récepteurs sont
exprimés de façon extrasynaptique où ils influencent l’excitabilité du neurone [510].
Au point de vue structurel, les récepteurs ionotropiques sont des hétéro-multimères, c’est-

à-dire qu’ils sont formés de l’assemblage de plusieurs protéines ou sous-unités qui peuvent être
de natures différentes. Les sites de liaison des neurotransmetteurs sont situés dans la partie
extracellulaire des sous-unités. Le changement de conformation du récepteur induit par la
liaison du ligand dispose les différentes sous-unités en cercle, permettant la formation d’un
pore aqueux au travers duquel les ions peuvent diffuser. En fonction de leurs caractéristiques
moléculaires, les récepteurs ionotropiques sont séparés en trois superfamilles : les récepteurs
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dits à cys-loop (récepteurs Acéthylcholine, GABA, Glycine et sérotonine), les récepteurs du
glutamate et les récepteurs de l’ATP (P2X) (voir Table I.2).

I.1.4 Récepteurs métabotropiques

Les récepteurs métabotropiques sont des protéines à 7 domaines transmembranaires (7TM).
L’activation d’un récepteur métabotropique par la liaison d’un ligand induit un changement
de conformation des sept hélices transmembranaires, qui aboutit à l’activation d’une protéine
G intracellulaire d’où leur nom de Récepteurs Couplés aux Protéines G (RCPG). Les RCPG
constituent la plus grande superfamille de gènes, représentant plus de 3 % du génome chez
l’homme [387]. Parmi ces récepteurs, on distingue environ 500 récepteurs chimiosensoriels qui
détectent différentes substances : odorants, phéromones, lumière et près de 300 autres sensibles
aux molécules produites par l’organisme : neurotransmetteurs, peptides, lipides et nucléotides
[410]. Les RCPG interagissent donc avec une très grande diversité de ligands et interviennent
dans toutes les grandes fonctions de l’organisme : le système sensoriel (vision, odorat, goût,
toucher), la régulation hormonale, la transmission nerveuse, la prolifération cellulaire, le dé-
veloppement... On estime que 80 % des hormones et des neurotransmetteurs connus activent
un RCPG [45]. Les RCPG permettent à la cellule de réagir à la présence d’un ligand donné
dans l’environnement extracellulaire : ce rôle de transducteur les place comme des cibles thé-
rapeutiques par excellence. La moitié des médicaments commercialisés dans le monde, dont 30
% des 50 médicaments les plus vendus, ont pour cible un système RCPG ou sa machinerie de
régulation.

L’identification des gènes codant pour des protéines à sept domaines transmembranaires
ont permis de classer les RCPG mammaliens en plusieurs grandes familles qui se différencient
selon leur structure, le type et le lieu de fixation de leur ligand [387] (voir Table I.3). La
famille A, de loin la plus nombreuse, inclut de nombreux récepteurs et peut être subdivisée en
plusieurs types :

• les opsines sont des récepteurs du système visuel dont le représentant le plus étudié est
la rhodopsine. Ces récepteurs possèdent la particularité de contenir un ligand cryptique,
le rétinal. Sous l’action de photons, cette partie de la protéine change de conformation,
ce qui provoque l’activation du récepteur ;

• les récepteurs des molécules odorantes constituent la classe la plus nombreuse. Elle
compte plusieurs milliers de gènes chez les rongeurs contre environ 500 chez l’homme ;

• les récepteurs de petites molécules endogènes ont pour ligands : les amines biogéniques,
les acides aminés, les prostanoïdes, les nucléosides et nucléotides, les phospholipides, les
acides gras. Le ligand se lie de manière non covalente au sein d’un domaine structural
formé par l’arrangement extracellulaire des sept hélices transmembranaires du récepteur ;

• les récepteurs peptidiques interagissent avec des hormones, des neurotransmetteurs ou
des substances paracrines. Dans ce cas, les boucles extracellulaires participent également
au processus de liaison de ces ligands plus massifs ;

• les récepteurs à motif LRR (Leucine Rich Repeat), appelés LRR-containing GPCR (LGR),
possèdent une longue queue aminoterminale (350-500 aa). Ce sont des récepteurs de gly-
coprotéines : l’hormone lutéinisante (LH), la gonadotropine chorionique (CG), l’hormone
stimulant les follicules (FSH) et l’hormone stimulant la thyroïde (TSH) ;
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Table I.3 – Classification des RCPG en trois sous-familles principales.

Famille A Famille B Famille C

Récepteurs Rhodopsine/β2 adrénergiques

Récepteurs
gluca-

gon/VIP/
calcitonine

Récepteurs
aux

neurotrans-
metteurs/
Ca2+

Rétiniens
Odorants
Catécholamines
Adénosine
ATP
Opiacées
Enképhaline
Anandamine

Peptides
Cytokines
IL8
Formyl Met-
Leu-Phe
PAF-acéther
Thrombine

Glycoprotéines
Hormones (LH,
TSH, FSH, CG)

Calcitonine
α-latrotoxine
Sécrétine
PTH
VIP
PACAP
GnRH
CRF

mGluRs
Ca2+

GABAB

Phéromones
(VR, GOVN)

Les RCPG ont une structure centrale commune constituée de sept hélices transmembranaires (TM I à TM VII)

connectées par trois boucles intracellulaires et trois boucles extracellulaires. Les extrémités N- et C-terminales

diffèrent selon les récepteurs. La liaison de l’agoniste sur son site de liaison orthostérique est représenté en jaune.

Les principaux récepteurs de chaque famille sont indiqués dans la partie inférieure du tableau. D’après [387].

• les récepteurs activés par une protéase (Protease Activating Receptors, PAR) sont acti-
vés par un mécanisme protéolytique. Une protéase (thrombine, sérine protéase) clive la
queue amino-terminale, la nouvelle extrémité exposée constituant le ligand qui active le
récepteur.

Les récepteurs de la famille B ont pour ligands des peptides de la famille des hormones
et peptides gastro-intestinaux. Ils possèdent un long domaine amino-terminal (environ 120
acides aminés) contenant un motif HBD (Hormone Binding Domain). Citons par exemple les
récepteurs de l’hormone parathyroïde (PTH), le glucagon et le PACAP (Pituitary Adenylate
Cyclase Activating Polypeptide). Les récepteurs Frizzled et Smoothened, qui ont pour ligand
les Wnts, peuvent également être classés dans cette famille.

La famille C regroupe des récepteurs comportant une large boucle extracellulaire (domaine
Venus Fly Trap, VFT) : récepteurs du glutamate (récepteurs métabotropiques mGluRs), ré-
cepteur GABAB et récepteur sensible aux ions calcium CaR. Ces récepteurs s’associent souvent
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en dimères fonctionnels homomériques ou hétéromériques [390]. Le récepteur mGlu7, qui fait
l’objet de cette thèse, appartient à cette famille.

La famille D regroupe certains récepteurs des phéromones détectées par l’organe vomé-
ronasal. Ils sont très nombreux chez les rongeurs, mais sont surtout des pseudo-gènes chez
l’homme.

I.1.5 Activation des récepteurs métabotropiques

La structure tertiaire d’un RCPG est la suivante (Table I.3) : un domaine amino-terminal
extracellulaire, un domaine transmembranaire comportant sept hélices (7TM) et un domaine
carboxy-terminal intracellulaire [410]. Ces récepteurs peuvent également comporter des ponts
disulfures sur les boucles extracellulaires, notamment entre la première et la seconde boucle.
Ils sont en outre la cible de modifications post-traductionnelles : glycosylation sur les parties
amino- et carboxy-terminales, ou palmitoylation permettant un ancrage du domaine carboxy-
terminal dans la membrane plasmique. Comme mentionné précédemment, les RCPG possèdent
un répertoire de ligands très étendu [387] : amines biogéniques, neurotransmetteurs, lipides,
peptides, protéines, molécules odorantes... L’interaction du ligand avec la partie extracellulaire
ou les hélices transmembranaires induit l’activation du récepteur, c’est-à-dire le changement de
son organisation tridimensionnelle [323]. La rhodopsine est le premier RCPG dont la structure
a été explicitée par cristallographie [367]. Sous l’effet de la lumière, sa 4ième hélice transmem-
branaire pivote d’environ 30◦ et se sépare de l’hélice 3, tandis que les hélices 6 et 7 s’écartent
l’une de l’autre. Ceci ouvre un domaine du côté cytoplasmique, ce qui permet l’activation de
la protéine G trimérique α, β et γ [410].

On distingue les agents pharmacologiques se liant au niveau du domaine de liaison du
ligand extracellulaire, les agonistes et antagonistes orthostériques (aussi appelés neutres ou
compétitifs, car ils entrent en compétition avec l’agoniste endogène pour se fixer sur son site
de liaison) et ceux se liant directement au niveau des 7TM, les modulateurs allostériques
positifs ou négatifs [312], activant ou inhibant respectivement le récepteur indépendamment
de l’agoniste.

La protéine G est une GTPase (protéine hydrolysant le guanosyl-triphosphate, GTP, en
guanosyl diphosphate, GDP) qui interagit avec le récepteur. Une fois le récepteur activé par
un agoniste, la protéine G s’active à son tour, libérant le GDP qui est remplacé par du GTP
au niveau de la sous-unité α (voir Fig.I.2). La sous-unité α active (liée au GTP) se détache
des sous-unités βγ et chacune peut initier des cascades de signalisation. Celles-ci sont diffé-
rentes selon le sous-type de sous-unité (Gα : Gαi/o, Gαq/11, Gαs ou Gα12, voir Table I.4).
Ces sous-unités modulent directement ou indirectement l’activité d’enzymes telles les adény-
lates cyclases (AC), les phospholipases (PLC), les tyrosines kinases, les phosphodiestérases
(PDE), les phosphoinositide kinases, les RCPG kinases, les canaux ioniques, le circuit des
Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK)... Ceci induit des variations de concentration en
seconds messagers tels que l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc), le calcium intracellu-
laire ou encore l’inositol triphosphate (IP3) (voir Fig.I.3). L’activité des protéines G se poursuit
jusqu’à ce que l’activité GTPase de la sous-unité α provoque l’hydrolyse du GTP en GDP,
ramenant la protéine G à l’état de trimère αβγ inactif [410].

Ce système RCPG → protéine G → second messager assure une certaine diversité de si-
gnalisation de par l’affinité sélective de chaque RCPG à différentes protéines G et permet une
amplification efficace du signal. Au-delà de ce fonctionnement canonique de couplage aux pro-
téines G, les RCPG peuvent interagir avec d’autres protéines comme les arrestines, les RCPG
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Figure I.2 – Mécanismes d’activation des RCPG et des protéines G.
D’après [51] et [446].

kinases (GRK) et certaines protéines d’échafaudage contenant des motifs PDZ ou SH2/SH3
par exemple. Ces protéines régulent les RCPG, notamment leur trafic, leur regroupement dans
des zones actives (pré- ou post-synaptiques) et leurs interactions avec le cytosquelette. Elles
peuvent également moduler leur signalisation intracellulaire, par exemple la stimulation de la
voies des MAPK kinases par les β-arrestines [50].
Nous avons exposé comment un récepteur était susceptible d’activer des voies de signa-

lisations intracellulaires en réponse à la liaison d’un agoniste. Cette activation peut induire
un phénomène appelé désensibilisation, c’est-à-dire une diminution de la réponse cellulaire
pendant la stimulation prolongée du récepteur. Cette baisse de la réponse du récepteur fait in-
tervenir deux phénomènes étroitement intriqués : le découplage entre le récepteur et la protéine
G et l’endocytose des récepteurs activés [166].

I.1.6 Activité constitutive des récepteurs métabotropiques

Nous allons maintenant voir que les RCPG peuvent également présenter une activité indépen-
dante de l’agoniste, dite activité constitutive. Le modèle à deux états fonctionnels des RCPG,
actif et inactif, reste un concept largement utilisé en pharmacologie [414]. Un agoniste sta-
bilise ou augmente la fraction de RCPG à l’état activé, qui peut ainsi interagir et activer
une protéine G, alors qu’un antagoniste neutre empêche l’action de l’agoniste sans pour au-
tant avoir d’effet en absence d’agoniste. Cependant au cours de ces vingt dernières années,
ce modèle à deux états des RCPG a été étoffé par des mécanismes bien plus complexes. Une
notion particulièrement importante est celle d’activité constitutive. Les RCPG ont en général
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Table I.4 – Classification des différentes sous-unités des protéines G et principales
voies de signalisation associées.

Type de
sous-unité

Principales voies de signalisation

αi/o (inhibiteur) ↓ Adénylate Cyclase (AC) : ↓ AMPc, ↓ Ca2+

Rétine : ↓ Phosphodiestérase (PDE) : ↓ GMPc

αq (excitateur) ↑ Phospholipase C (PLC) : ↑ IP3 et DAG, ↑ PKC, ↑ Ca2+

αs (excitateur) ↑ Adénylate Cyclase (AC) : ↑ AMPc, ↑ Ca2+

βγ
Canaux ioniques (ouverture canaux K+, fermeture canaux Ca2+)
↑ Phospholipase C (PLC) : ↑ IP3 et DAG, ↑ PKC, ↑ Ca2+

↑ Adénylate Cyclase (AC) : ↑ AMPc, ↑ Ca2+

Figure I.3 – Principales voies de signalisation médiées par le couplage des récep-
teurs aux différentes protéines G.

Illustration schématique des processus engendrés par l’activation des protéines Gs, Gq/11 et Gi/o par un RCPG.

La production de seconds messagers induite par les protéines G affecte notamment les taux de Ca2+ intracel-

lulaires et l’ouverture ou la fermeture de différents canaux ioniques membranaires. Remarquez les nombreuses

interactions possibles entre les voies de signalisation. D’après [213].
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Figure I.4 – Représentation schématique des outils pharmacologiques permettant
de détecter une activité constitutive

(a) Lorsqu’un RCPG présente une activité constitutive, il induit une signalisation intracellulaire basale (condi-

tion contrôle en bleu). Cette activité peut être augmentée en présence d’agoniste si l’activité constitutive n’est

pas maximale (orange) et inhibée par un modulateur allostérique négatif (vert). Par contre un antagoniste

neutre empêchant la liaison de l’agoniste au récepteur n’a pas d’effet (gris). (b) Lorsque l’activité d’un RCPG

ne dépend que de l’agoniste, ni les agonistes inverses ou modulateur allostérique négatif (NAM), ni l’antagoniste

n’affectent l’activité de ce récepteur en absence d’agoniste. Il est donc nécessaire de comparer les effets d’un

antagoniste neutre par rapport à un modulateur allostérique négatif pour conclure à une activité constitutive.

une faible stabilité thermodynamique et protéolytique qui désorganise certaines régions telles
que les domaines intra- et extracellulaires, induisant une activité du récepteur en l’absence de
ligand [274, 86, 244, 424, 53]. Cette activité constitutive résulte en une fonction physiologique
indépendante de la liaison d’un agoniste. Cette activité peut être bloquée par un agoniste
inverse (par exemple un modulateur allostérique négatif), qui favorise l’état inactif du RCPG
[467] (voir Fig.I.4).

L’activité constitutive des RCPG constitue un contrôle tonique (permanent) essentiel de
l’activité neuronale basale [329]. En cas de mauvaise régulation ou de mutation génétique
d’un RCPG, l’activité constitutive peut être augmentée et aboutir à différentes pathologies du
SNC (syndrome d’hyperstimulation ovarien, rétinite pigmenteuse, hyperthyroïdisme, puberté
précosse... [480]). Expérimentalement, l’expression hétérologue d’un grand nombre de RCPG
induit la transduction de signaux ligand-indépendants, qui augmente proportionnellement avec
l’augmentation de l’expression du RCPG (voir par exemple [484]). Jusqu’à présent, cette acti-
vité constitutive a été trouvée dans plus de 60 RCPG des familles A à C. Cependant, bien que
presque tous les RCPG puissent théoriquement montrer une activité constitutive, celle-ci est
très variable en intensité selon les sous-types de récepteurs. Par exemple, plusieurs études ont
montré une forte activité constitutive du récepteur adrénergique β2 contrairement au récep-
teur β1 [155], ainsi que le récepteur dopaminergique D5 comparé au récepteur D1 [484]. Les
études des interactions de différents partenaires avec les régions intracellulaires des RCPG,
notamment au niveau de l’extrémité C-terminale, se sont avérées cruciales pour comprendre le
fonctionnement des RCPG [50]. Ces interactions servent généralement à réguler la localisation
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subcellulaire, l’échafaudage (scaffolding) et/ou le trafic des RCPG. Elles peuvent cependant
également réguler le degré d’activité constitutive du récepteur [9].

L’hypothèse selon laquelle le récepteur mGlu7 présente une activité constitutive sera abor-
dée plus loin (voir sections I.3 et I.7).

I.1.7 Adaptation de la transmission : Plasticité synaptique

Historiquement, la conception de la fonction de la synapse était limitée à un simple transfert
de l’information d’un neurone à l’autre. Il était admis qu’une fois établies, les synapses étaient
relativement stables. Cependant, de nombreux travaux effectués ces 50 dernières années ont
bouleversé cette vision de la synapse. Les synapses sont en réalité extrêmement plastiques,
c’est-à dire qu’elles sont capables de modifier l’efficacité de la neurotransmission. Cette plasti-
cité intervient dès le développement embryonnaire, peut perdurer tout au long de la vie et est
souvent associée à des modifications morphologiques. Ces phénomènes synaptiques constituent
la base de l’apprentissage et de la mémoire [300, 306].

Il existe deux types de plasticité synaptique : la dépression et la facilitation synaptique. Les
mécanismes moléculaires qui sous-tendent à cette plasticité sont différents selon qu’elle est à
court terme (quelques secondes), ou à long terme (plusieurs jours ou semaine) [98]. La plasticité
à court terme peut être induite en stimulant une synapse de façon répétitive (paired-pulses ou
train de stimulation) et varie en fonction de la fréquence de stimulation [528]. Les mécanismes
moléculaires à l’origine de cette plasticité résident au niveau présynaptique (voir Fig.I.5). La
dépression à court terme est généralement associée à une déplétion de neurotransmetteur. Elle
se produit dans les neurones présentant une forte probabilité de libération de neurotransmet-
teur. La forte réactivité de ces neurones leur confère un rôle important dans la transmission de
l’information : ils sont appelés "drivers" en anglais [401]. Suite à une première stimulation, le
stock de neurotransmetteur disponible pour une seconde réponse serait insuffisant. Le second
PA afférent engendrera donc une libération amoindrie de neurotransmetteur et par conséquent
la réponse postsynaptique sera plus faible.

De façon opposée, la facilitation à court terme correspond à une libération plus forte du
neurotransmetteur au fur et à mesure des stimulations répétitives. Depuis les travaux expé-
rimentaux de Katz & Miledi, la facilitation synaptique est généralement associée au "calcium
résiduel" [239, 528]. Lors de son arrivée dans la présynapse, un potentiel d’action induit l’ouver-
ture de canaux Cav et l’influx massif de calcium engendre la libération de neurotransmetteur.
La concentration en Ca2+ nécessite un certain temps pour décroître et revenir à un taux initial.
Si un second PA atteint la présynapse lorsque la concentration de calcium n’est pas revenue à
son niveau basal, l’influx calcique associé au second PA s’ajoutera au calcium résiduel résultant
du premier PA. La libération de neurotransmetteur sera donc plus efficace lors du second PA et
la réponse postsynaptique augmentée. La facilitation à court terme est généralement retrouvée
dans des neurones qui présentent une faible probabilité de libération de neurotransmetteur et
régulent l’activité d’autres neurones : ils sont appelés "modulateurs" [401].

Le taux de Ca2+ intracellulaire est donc déterminant pour l’établissement de la plasticité
synaptique à court terme. Les Cav sont la source principale de l’entrée de calcium présynaptique
dans le système nerveux central [150, 360, 79] et sont finement régulés notamment par les sous-
unité βγ de la protéine Gi/o, activée par le récepteur mGlu7 (voir section I.3.3). La modulation
synaptique médiée par le récepteur mGlu7a est ainsi susceptible d’affecter la plasticité à court
terme, ce qui sera étudié dans le cadre de cette thèse (voir section I.7).

Contrairement à la plasticité à court terme, la plasticité à long terme est associée à un chan-
gement d’efficacité durable de la transmission synaptique entre deux neurones sous-tendant
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Figure I.5 – Mécanismes présynaptiques induisant une plasticité à court terme.

L’arrivée d’un PA au niveau de la présynapse induit une entrée de Ca2+ au travers de canaux Cav. Cela peut

engendrer deux processus. Dans le premier cas (à gauche), le Ca2+ induit une forte libération de neurotransmet-

teur et le stock en neurotransmetteur serait diminué lors de l’arrivée d’un deuxième PA proche dans le temps,

aboutissant à une dépression synaptique. Dans le second cas (à droite), le premier PA induit une accumulation

de Ca2+ ce qui permet une libération plus forte de neurotransmetteur lors de l’arrivée d’un PA rapproché dans

le temps. Ainsi, le Ca2+ résiduel induit une facilitation synaptique. Le Ca2+ entrant dans la présynapse lors de

la première stimulation est représenté en bleu clair, alors que le Ca2+ entrant lors de la seconde stimulation est

représenté en bleu foncé.
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au stockage de l’information [48]. La découverte en 1973 de la potentiation à long terme
(LTP) dans l’hippocampe par Tim Bliss [49] a suscité une exploration excitante des bases
moléculaires et des corrélats comportementaux associés à la plasticité synaptique. La LTP a
depuis été observée dans de nombreuses synapses du SNC. Peu après, le phénomène inverse
de la LTP, la dépression à long terme (LTD), fût observée dans l’aire CA1 de l’hippocampe
[146], puis dans d’autres aires cérébrales (cortex cérébelleux, néocortex, hippocampe, striatum,
noyau accumbens...). Contrairement à la LTP, la LTD est caractérisée par une diminution à
long terme de la transmission synaptique. Bien qu’au départ considérées comme bases molé-
culaires de l’apprentissage et de la mémoire, la potentiation et la dépression à long terme se
sont de surcroît avérées essentielles pour de multiples fonctions cérébrales physiologiques et
pathologiques [299, 241], dont la stabilisation ou l’élimination des synapses au cours du déve-
loppement [171]. Le maintien de la LTP et de la LTD pendant plusieurs heures, voire plusieurs
semaines, requiert la transcription de gènes et une synthèse protéique [403, 240, 301]. De plus,
la plasticité à long terme est corrélée à des modifications morphologiques : augmentation du
nombre et du volume des épines dendritiques lors d’une LTP, ou au contraire diminution de
la densité d’épines dendritiques et une diminution de leur volume lors d’une LTD. Les épines
dendritiques subissent donc des modifications morphologiques bidirectionnelles en fonction de
l’activité neuronale [340]. Les récepteurs du glutamate sont nécessaires pour l’induction et
l’expression de la LTP et de la LTD et les récepteurs GABAergiques sont impliqués dans leur
modulation [98]. Ces phénomènes de plasticité résultent en effet avant tout d’une augmentation
ou d’une diminution du nombre de récepteurs AMPA post-synaptiques (voir I.2.2.3).

I.2 Neurotransmission glutamatergique

I.2.1 Glutamate

En plus d’être une molécule essentielle au métabolisme neuronal [499], le glutamate est utilisé
comme neurotransmetteur dans 50 à 60 % des terminaisons axonales excitatrices [112] et près
de 90 % des neurones y sont sensibles, faisant de cette molécule le principal neurotransmetteur
excitateur du SNC mammalien. Le tissu cérébral contient 5-15 mmol de glutamate par kg selon
les régions. Ceci correspond majoritairement au glutamate intracellulaire [366] et vésiculaire
[439], la concentration extracellulaire ne dépassant pas quelques micromoles [205, 212]. Cela
est bien supérieur à n’importe quel autre acide aminé endogène. Son rôle est au cœur de la
plupart des hautes fonctions cérébrales, telles que la cognition, l’apprentissage, la mémoire et
intervient également lors du développement du SNC [322].

Le glutamate a pour principal précurseur la glutamine, mais il peut aussi être synthétisé
à partir de l’aspartate. La glutamine est synthétisée dans les cellules gliales par la glutamine
synthétase à partir du glutamate recapté de la fente synaptique. La glutamine est ensuite
captée par les neurones glutamatergiques et transformée en glutamate par la glutaminase, une
enzyme mitochondriale [214]. Il est ensuite stocké dans des vésicules et acheminé au niveau
présynaptique [214]. Lors d’une stimulation d’afférences (chimique, électrique, ou comporte-
mentale), l’exocytose de ces vésicules constitue la source principale de glutamate dans l’espace
extracellulaire, confinée (ou presque) au niveau synaptique en condition physiologique. Les
vésicules sont parfois libérées de façon spontanée en l’absence de PA afférent et ce phénomène
dépend du taux de calcium intracellulaire présynaptique [257].

Malgré son rôle primordial dans le SNC, le glutamate à forte concentration est également
une puissante neurotoxine [112, 197]. Son accumulation dans l’espace extracellulaire peut in-
duire une suractivation délétère de ses récepteurs gliaux et neuronaux, conduisant à une exci-
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totoxicité cellulaire. Il est donc crucial de pouvoir réguler finement la diffusion et la durée de
vie du glutamate extracellulaire, non seulement pour éviter l’excitotoxicité, mais aussi pour
induire une réponse synaptique adaptée. Etant donné l’absence d’enzymes extracellulaires pou-
vant métaboliser le glutamate, ce dernier doit être éliminé par recapture par les cellules [125].
Les transporteurs du glutamate, situés sur les cellules gliales et les neurones, assurent cette
recapture [6, 437] et le glutamate peut ainsi être recyclé.

Il a récemment été observé que les PA peuvent également induire la fusion rapide de vé-
sicules au niveau de microdomaines calciques le long d’axones non-myélinisés de la substance
blanche [527, 257]. Cette libération diffuse suggère une participation importante du gluta-
mate dans la communication entre neurones et cellules gliales [526, 13]. De plus, plusieurs
études thermodynamiques et pharmacologiques ont démontré que l’activité des transporteurs
du glutamate et du GABA peut s’inverser [21, 280]. Le potentiel de membrane à partir duquel
certains transporteurs s’inversent est proche du potentiel de repos des neurones [404], sug-
gérant que certains neurotransmetteurs tel que le glutamate et le GABA peuvent également
être libérés de façon non-vésiculaire [515, 477] via ces transporteurs. Ainsi la concentration
ambiante de neurotransmetteur dans le milieu extracellulaire varie en fonction de l’état fonc-
tionnel des transporteurs et de la libération vésiculaire synaptique et extrasynaptique. En
conditions basales, cet efflux est insensible à la TTX [492]. Dans le striatum chez le rat,
le blocage du transport de glutamate par l’antiporteur cystéine-glutamate produit une forte
diminution (60%) de la concentration ambiante de glutamate, alors que le blocage des ca-
naux sodiques et calciques voltages-dépendants ne produit qu’une faible diminution (0–30 %)
[26]. Ceci confirme l’existence d’une source non-vésiculaire et extrasynaptique, neuronale et
astrocytaire, de libération de glutamate via l’antiporteur cystéine-glutamate. Ces libérations
permanentes permettent de maintenir un faible bruit-de-fond nécessaire à une transmission
efficace et soutenue.

I.2.2 Récepteurs glutamatergiques ionotropiques : AMPA, NMDA et kaï-
nate

Une fois dans le milieu extracellulaire, le glutamate médie la neurotransmission en se fixant
sur ses récepteurs [99]. Plusieurs types de récepteurs ont été identifiés à ce jour : trois ré-
cepteurs ionotropiques (iGluRs) AMPA, NMDA et kaïnate d’une part et d’autre part huit
récepteurs métabotropiques (récepteurs mGlu1-8) [322]. Si les récepteurs ionotropiques mé-
dient de façon puissante l’excitation neuronale, seuls 2 des 8 récepteurs métabotropiques du
glutamate (mGluRs) sont excitateurs. La majorité des mGluRs a en effet un rôle inhibiteur.
Ce système permet un contrôle réactif et adaptable : le glutamate est ainsi capable d’auto-
réguler sa propre libération. De plus, comme nous le verrons dans les sections suivantes, les
GluRs peuvent également moduler l’activité de neurones non-glutamatergiques, faisant d’eux
une réelle plateforme à l’interface de la communication entre virtuellement tous les neurones
du SNC.

La pharmacologie, la physiologie moléculaire et l’expression des iGluRs ont été étudiées
en détails. Les iGluRs sont subdivisés en trois groupes distincts : les récepteurs a-amino-3-
hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionate (AMPA), kaïnate et N-méthyl-D-aspartate (NMDA),
en fonction de leur activation par des agonistes spécifiques (AMPA, kaïnate et NMDA respec-
tivement) [342, 423]. Cette classification pharmacologique a été confirmée par de plus récentes
études génétiques. Selon la nomenclature moderne [100], 18 gènes ont été identifiés comme co-
dant une sous-unité de iGluR : 4 pour les sous-unités du récepteur AMPA (GluA1-4), 5 pour les
sous-unités du récepteur kaïnate (GluK1-5), 7 pour les récepteurs NMDA (GluN1, GluN2A-D,
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GluN3A et GluN3B) et 2 pour des sous-unités orphelines D (GluD1 et GluD2) [217]. Enfin,
un récepteur du glutamate procaryotique sélectif aux ions K+, GluR0, a également été cloné
et structurellement caractérisé [87]. L’épissage alternatif de ces gènes et l’édition de certains
ARN accroit la diversité des iGluRs [450].

I.2.2.1 Structure des iGluRs

Toutes les sous-unités des iGluRs possèdent une structure commune : un large domaine N-
terminal formé par un tandem de deux larges domaines bilobés extracellulaires, quatre seg-
ments transmembranaires et une extrémité C-terminale intracellulaire (voir Table I.2).

Des études immunocytochimiques et biochimiques ont confirmé la localisation intracellu-
laire du domaine C-terminal [383, 485]. Des études par glycosylation ont permis de conclure que
le récepteur AMPA a trois domaines transmembranaires, qui correspondent aux TM1, TM3
et TM4 et un segment M2 qui forme un coude en épingle (hairpin turn) membranaire à proxi-
mité de l’espace intracellulaire [217]. D’autres méthodes utilisant des protéines chimériques,
des mutations ponctuelles et la cristallographie supportent l’idée que ce modèle topologique
initialement établi pour les sous-unités AMPA est également applicable à celles des récepteurs
du kaïnate et du NMDA [313, 487].

Les extrémités C-terminales sont cruciales pour établir un grand nombre d’interactions
avec des protéines intracellulaires, notamment via leurs domaines PDZ-ligands et ainsi réguler
l’adressage, la stabilisation, l’état conformationnel et le recyclage des récepteurs à la membrane.
Le domaine de liaison des agonistes (≈ 300 acides aminés) est directement connecté aux parties
transmembranaires et le domaine amino-terminal (N-terminal, ≈ 380 acides aminés) intervient
notamment dans l’oligomérisation des iGluRs [25]. Les récepteurs AMPA montrent une affinité
pour le glutamate nettement plus faible que celle des récepteurs NMDA, les récepteurs kaïnate
ayant une affinité intermédiaire [22].

Les iGluRs fonctionnent sous forme tétramérique [411], constituant un canal ionique per-
méable aux cations (notamment Na+ et K+, mais aussi dans certains cas au Ca2+). Les récep-
teurs NMDA sont des hétéro-tétramères, alors que les récepteurs AMPA et kaïnate peuvent
être homo- ou hétéro-tétramèriques. Des études cristallographiques récemment réalisées sur le
domaine de liaison du ligand ont conduit à proposer un modèle selon lequel les iGluRs fonc-
tionnent en dimères de dimères [14]. Selon ce modèle, les domaines de liaison du ligand de deux
sous-unités adjacentes dimérisent via une apposition dos-à-dos de leurs lobes supérieurs. La
liaison des agonistes dans la cavité interlobe de chaque domaine provoque leur fermeture et ce
mouvement écarte les lobes inférieurs des deux domaines de liaison du ligand adjacents. Cette
séparation se traduit en tension au niveau des segments transmembranaires, ce qui conduit
à l’ouverture du pore du récepteur-canal. Il est intéressant de souligner que l’activation des
mGluRs, dont les domaines de liaison des agonistes forment des dimères, implique des méca-
nismes semblables [180].

I.2.2.2 Récepteur kaïnate

Les cellules des différentes régions cérébrales expriment des combinaisons de sous-unités spé-
cifiques possédant des propriétés pharmacologiques et électrophysiogiques distinctes les unes
des autres [509]. Dans le cerveau humain, le récepteur du kaïnate comporte majoritairement
les sous-unités GluK2 et GluK5 [278]. Les récepteurs du kaïnate, comme tous les iGluR, sont
perméables aux cations et ont des caractéristiques d’activation et de désensibilisation rapides.
Leur activation induit un courant entrant qui dépolarise la membrane neuronale.
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La première démonstration de l’existence de récepteurs kaïnate postsynaptiques fût présen-
tée par Vignes et al., au niveau des synapses entre les fibres moussues et les cellules pyramidales
CA3 dans l’hippocampe [495]. Des PPSE médiés par ces récepteurs ont également été obser-
vés dans les interneurones GABAergiques de l’aire CA1 de l’hippocampe, dans les cellules de
Golgi et les cellules Purkinje du cervelet, dans les cellules pyramidales et les interneurones du
néocortex, dans la corne dorsale de la moelle épinière, dans les cellules bipolaires "Off" réti-
niennes, dans l’amygdale basolatérale, ainsi que dans certains neurones du ganglion rachidien
dorsal [36]. Une analyse de Frerking et Ohliger-Frerking suggère que les PPSE médiés par le
récepteur du kaïnate contribueraient physiologiquement à une dépolarisation substantielle et
prolongée lors de décharges neuronales répétitives [174]. Ainsi, ce récepteur apparaît comme
un intégrateur temporel des signaux excitateurs.

On les trouve aussi fréquemment au niveau somatodendritique où ils modulent l’activité
du neurone, comme cela a été observé dans les interneurones de l’aire CA1 de l’hippocampe
[36, 278]. La stimulation des astrocytes influencerait l’activation tonique de ces récepteurs
somatodendritiques. Ces récepteurs sont également exprimés au niveau présynaptique où ils
régulent la libération de neurotransmetteur, notamment de glutamate et de GABA [278].
Des études pharmacologiques et l’analyse de modèles murins mutés pour ce récepteur ont
démontré un rôle d’auto-récepteur facilitateur [417]. Son activation induit la dépolarisation de
la présynapse et renforce ainsi l’action des canaux Ca2+ voltage-dépendants. Ces récepteurs
présynaptiques influencent également la potentialisation à long terme de la neurotransmission
entre les fibres moussues et les cellules CA3 de l’hippocampe [416, 395].

Une particularité des récepteurs du kaïnate serait de pouvoir activer une protéine G [278].
Cette voie de signalisation non-canonique impliquerait la phospholipase C (PLC) qui active
la synthèse de diacylglycérol (DAG) et la PKC. A son tour la PKC inhiberait des canaux cal-
ciques. Des canaux K+- et Ca2+-dépendants seraient ainsi inhibés, induisant une augmentation
drastique de l’excitabilité membranaire. Les récepteurs du kaïnate extrasynaptiques activés par
le glutamate ambiant ainsi que les récepteurs pré- et post-synaptiques pourraient donc jouer
un rôle dans la régulation tonique de l’excitabilité neuronale et de la libération synaptique de
neurotransmetteur. Cet effet métabotropique est particulièrement important pour assurer une
activité neuronale spontanée requise pour le développement des réseaux neuronaux [35].

I.2.2.3 Récepteur AMPA

Contrairement aux récepteurs kaïnate dont l’expression est restreinte à certaines régions cé-
rébrales, les récepteurs AMPA et NMDA colocalisent dans la densité postsynaptique de la
vaste majorité des synapses glutamatergiques. Ces deux iGluRs sont activés de façon conco-
mitante lorsque le glutamate est libéré de la présynapse. Cependant, les récepteurs AMPA
désensibilisent (c’est-à-dire qu’ils perdent leur activité malgré la liaison du glutamate) en une
dizaine de millisecondes [179]. Ce phénomène régule la durée de la transmission synaptique,
qui de façon optimale doit être relativement brève afin d’éviter des effets neurotoxiques en
conditions physiologiques. En conditions pathologiques, comme lors d’ischémies cérébrales, il
n’est pas assez efficace et ne permet pas d’éviter les effets délétères de fortes concentrations
de glutamate extracellulaire qui induisent une nécrose et/ou une apoptose neuronale [284].

Le récepteur AMPA est le véritable fer de lance de la transmission excitatrice. Dans l’hippo-
campe adulte, les récepteurs sont majoritairement constitués des sous-unités GluA1 et GluA2
ou GluA3 et GluA2 [504]. L’hippocampe immature ainsi que les autres régions cérébrales
adultes expriment GluA4, qui multimérise avec GluA2 pour former un récepteur AMPA fonc-
tionnel [525]. Bien que les domaines extracellulaires et les régions transmembranaires des dif-
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férentes sous-unités soient similaires, elles diffèrent par la longueur de leur partie C-terminale.
Ce domaine est connu pour interagir avec un grand nombre de protéines cytoplasmiques, no-
tamment via leurs domaines PDZ-ligand [133].

Le récepteur AMPA n’est généralement perméable qu’au Na+ et au K+ dans le SNC ma-
ture [183], car la présence de la sous-unité GluA2 dans l’hétéro-tétramère rend le récepteur
imperméable au Ca2+. Les récepteurs AMPA sont indispensables à la transmission synap-
tique glutamatergique. Les synapses qui n’expriment pas de récepteurs AMPA sont dites "si-
lencieuses", aucun courant postsynaptique excitateur ne pouvant être généré. La fraction de
synapses silencieuses est importante aux premiers stades de développement synaptique, puis
diminue au cours de la maturation des réseaux neuronaux [224].

En plus de leur localisation postsynaptique, on trouve également des récepteurs AMPA au
niveau présynaptique [129, 177], où ils activent une MAPK (mitogen-activated protein kinase).
Cette voie contrôle le recyclage des vésicules présynaptique et aurait donc un rôle dans la
plasticité synaptique à court terme [177, 75] et la formation ou le désassemblage de synapses
[129]. Les récepteurs AMPA présynaptique et postsynaptiques sont également indispensables
à l’expression de la plasticité synaptique à long terme, permettant à la fois une potentiation
ou une dépression à long terme, en agissant de paire avec les récepteurs NMDA [258, 500].

L’expression de la LTD et de la LTP résulte du recyclage et de l’adressage des récepteurs
AMPA à la membrane. Alors que la LTP nécessite l’activation de la CaMKII et une mobi-
lisation rapide du nombre de récepteurs AMPA à la membrane plasmique [258, 28, 38], la
LTD dépend de l’activation d’une cascade de phosphatases dont la calcineurine et la protéine
phosphatase 1 qui ont une haute affinité pour le calcium [337], et de la diminution du nombre
de récepteurs AMPA à la membrane [75, 430]. Nous verrons plus loin que ces phénomènes de
plasticité peuvent aussi être contrôlés par les récepteurs NMDA et les mGluRs [52, 359].

I.2.2.4 Récepteur NMDA

Les récepteurs NMDA fonctionnels sont composés de deux sous-unités GluN1 (liant la glycine
ou la D-sérine) et de deux autres sous-unités, GluN2 et/ou GluN3 (liant le glutamate) [336,
428, 179]. Pour être activés, ces récepteurs possèdent la propriété de devoir lier non seulement
le glutamate, mais aussi un co-agoniste, la glycine ou la D-sérine, pour être activés. Ainsi,
des variations de la concentration locale de co-agonistes peuvent moduler les réponses NMDA.
Ainsi, l’activité des récepteurs NMDA peut être régulée par les astrocytes qui synthétisent
et libérent de la D-sérine [369]. L’activité des récepteurs NMDA peut être contrôlée par de
nombreux modulateurs allostériques extracellulaires. Par exemple, les ions Zn2+ inhibent les
récepteurs GluN1/GluN2A avec une haute affinité (IC50 ≈ 10 nM) [464]. Cette modulation
revêt une importance physiologique car du Zn2+ est coaccumulé avec le glutamate dans les
vésicules d’exocytose de certaines terminaisons glutamatergiques et serait libéré à la synapse
pour inhiber les réponses NMDA [370].

L’hétérogénéité des récepteurs NMDA résulte de différences au niveau de la partie N-
terminale de la sous-unité GluN2. Cette région distale forme un module qui régule finement
l’activité des récepteurs. La signalisation de ces récepteurs dépend aussi du nombre et de la
composition des récepteurs NMDA, modulés par différents facteurs qui interagissent principa-
lement au niveau intracellulaire [127, 505].

Des études immunocytochimiques en microscopies optique et électronique ont montré que
le récepteur NMDA est localisé de façon ubiquitaire dans le cerveau, au niveau des membranes
postsynaptiques. Il a cependant également été observé dans les membranes extrasynaptiques
dans le cortex néonatal [336, 11] chez le rat. De plus, l’existence de récepteurs présynaptiques
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fût démontrée par Liu et ses collègues [285] qui détectèrent une immunoréactivité pour la sous-
unité GluN1 dans les cornes ventrales et dorsales de la moelle épinière, plus particulièrement
sur les terminaisons axonales à proximité des zones actives. Il a depuis été observé dans de
nombreuses présynapses excitatrices du SNC mammalien, incluant le néocortex, l’hippocampe,
le cervelet, le cortex visuel, le cortex cingulaire antérieur, le noyau accumbens, l’amygdale et
la rétine (voir [149] pour revue).

On trouve aussi les récepteurs NMDA au niveau de synapses inhibitrices du noyau bed
de la strie terminale, du cortex cérébelleux, du noyau paraventriculaire l’hypothalamique, du
néocortex et du noyau arqué [130, 148]. Des plexus riches en varicosités immunoréactives
pour GluN1 existent dans de nombreux noyaux, tels que le prosencéphale basal, le thalamus
médian et l’hypothalamus périventriculaire [371], liés aux fonctions autonomes, limbiques et
neuroendocrines. Enfin, les cellules gliales expriment également le récepteur NMDA [107].

Une fois lié par le glutamate, le récepteur NMDA requiert une dépolarisation membranaire
simultanée pour permettre le flux de cations. En effet, les ions Mg2+ bloquent le pore des
récepteurs NMDA et n’est expulsé du canal que lorsque la dépolarisation membranaire est
suffisante. Le seuil de dépolarisation nécessaire pour expulser les ions Mg2+ du pore diffère
selon la composition en sous-unités du récepteur, allant de -25 mV pour les complexes GluN1-
GluN2A-B, à -45 mV pour GluN1-GluN2C-D [336].

Ils sont perméables à différents cations : Na+, K+, Ba2+ et Ca2+ et présentent une inacti-
vation/désensibilisation lente [276]. Dans la majorité des synapses, les récepteurs AMPA sont
imperméables au Ca2+ et l’entrée de calcium induite par les iGluRs se fait donc principalement
via les récepteurs NMDA. Cette entrée d’ions Ca2+ joue un rôle déterminant dans la plasticité
synaptique (LTP/LTD), l’apprentissage et la mémoire [281, 500].

I.2.2.5 Neuropathologies associées aux iGluRs

De nombreuses neuropathologies sont induites par des dysfonctionnements des iGluRs. Ces
dysfonctionnements peuvent provenir d’un mauvais adressage des récepteurs, d’un défaut de
régulation par des protéines intracellulaires ou d’un excés de concentration extracellulaire en
glutamate [101, 46, 322]. Ces modifications génèrent généralement un excès de Ca2+ intra-
cellulaire dont les conséquences sont délétères. Les voies de signalisation médiées par le Ca2+

sont nombreuses et souvent nécessaires au développement et à la plasticité neuronales, mais
elles peuvent cependant rapidement induire la production de radicaux libres menant à une
excitotoxicité cellulaire [140, 141, 92]. Cette excitotoxicité peut engendrer une mort cellulaire
par apoptose ou par nécrose que l’on retrouve dans différentes pathologies neurodégénératives,
ou encore une hyperexcitabilité cellulaire induisant des activités anomales au sein de réseaux
neuronaux [89], parfois corrélées à une restructuration délétère des circuits neuronaux.

La plupart des études sur l’excitotoxicité se sont focalisées sur la contribution pathologique
du Ca2+ via les iGluRs, mais des hypothèses alternatives ou complémentaires existent éga-
lement, comme notamment une cytotoxicité due au zinc [502], ou encore une activité altérée
des transporteurs du glutamate. Ainsi, les affections neurologiques impliquant une suracti-
vation des iGluRs (AMPA, NMDA et/ou kaïnate) et un excès de Ca2+ intracellulaire sont
extrêmement vastes.

Chez l’homme, des polymorphismes des gènes codant pour des iGluRs ont été associés à
différentes pathologies neurodéveloppementales ou neurodégénératives [56]. Ces données ont
été complétées grâce à différents modèles expérimentaux, qui ont permis de confirmer une
implication des iGluRs dans des ischémies, hypoxies, hypoglycémies, traumatismes physiques,
addictions aux drogues et à l’alcool, empoisonnements métaboliques, démences liées à des
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déficiences immunitaires héréditaires, différentes crises épileptiques, autisme, maladies de Par-
kinson, d’Alzheimer et de Huntington, ainsi que des atteintes du système moteur telle que la
sclérose en plaque amyotrophique [112, 227, 56]. Ces récepteurs jouent aussi un rôle dans la
genèse de douleurs neuropathiques de par leur expression au niveau de la moelle épinière [385].
Parallèlement aux affections neuronales, le fonctionnement des cellules gliales, notamment des
oligodendrocytes, des microglies et des astrocytes qui expriment des iGluRs, est également
fréquemment altéré [311]. De plus, les sous-unités orphelines GluRD2 sont impliquées dans
l’ataxie [522].

Par contre, la sous-activation des iGluRs est plus rare mais peut également engendrer de
graves modifications. Un hypofonctionnement des récepteurs NMDA induit un état psychoto-
mimétique ressemblant à la schizophrénie [226] ou à l’autisme [511]. De plus, une diminution
développementale du ratio AMPA sur NMDA dans l’aire CA1 hippocampique est associée au
syndrome de l’X Fragile [388].

I.2.3 Récepteur métabotropiques du glutamate : structure et fonction

Alors que les iGluRs sont responsables de la transmission excitatrice rapide, les récepteurs
métabotropiques du glutamate (mGluRs) modulent cette transmission. Les mGluRs appar-
tiennent à la superfamille des RCPG, plus précisément à la famille C, tout comme les ré-
cepteurs métabotropiques du GABA, les récepteurs GABAB (voir section I.1.4 et Table I.3).
Le premier mGluR fût découvert par le laboratoire [445] et par Nicoletti [348] en 1985, puis
l’ADN codant pour un mGluR (maintenant appelé récepteur mGlu1a) fût cloné en 1991 par
deux équipes indépendantes [220, 308]. Depuis, huit gènes ont été identifiés comme codant
les mGluRs [470, 343]. La plupart de ces sous-types possèdent différents variants d’épissage,
exprimés dans des sous-types cellulaires distincts au sein du SNC.

Les mGluRs sont classifiés en trois sous-groupes en fonction de leurs homologies de sé-
quence. Les mGluRs du groupe I incluent les sous-unité mGlu1 et mGlu5, ceux du groupe II
incluent les sous-unités mGlu2 et mGlu3 et ceux du groupe III incluent les sous-unités mGlu4,
mGlu6, mGlu7 et mGlu8 (voir Table I.5). Les sous-unités d’un même groupe ont environ 70
% d’homologie de séquence, contre 45 % entre deux groupes [105].

Tous les RCPG de classe C présentent une structure commune, comportant quatre do-
maines distincts : deux domaines extracellulaires, un domaine transmembranaire et un do-
maine intracellulaire. Tous les membres de cette famille forment des dimères de façon consti-
tutive (voir la structure du récepteur mGlu7a représentée dans la Fig.I.6) [230]. Les mGluRs
possèdent un très large domaine extracellulaire N-terminal, contenant le site de liaison du glu-
tamate. L’étude cristallographique de cette région a démontré que chaque domaine N-terminal
est constitué de deux lobes, un lobe étant positionné au-dessus de l’autre [260]. La liaison
du glutamate s’effectue dans une poche située entre les deux lobes. Plusieurs études fonction-
nelles ont suggéré que les domaines extracellulaires de deux récepteurs dimérisent dos-à-dos.
Dans chacun des récepteurs, les deux lobes agissent tels un "pacman" : ils se replient sur eux
mêmes en emprisonnant une molécule de glutamate. C’est pourquoi on appelle aussi ce do-
maine "Venus Fly Trap" (VFT), en référence aux plantes carnivores qui se referment de façon
similaire sur leurs proies. Les dimères peuvent donc présenter trois états conformationnels
fonctionnels différents : ouvert-ouvert, ouvert-fermé et fermé-fermé selon que le glutamate est
fixé sur aucune, une ou deux poches de liaison respectivement. Les ligands agonistes favo-
risent la configuration fermée-fermée, active, alors que les ligands antagonistes favorisent la
configuration ouverte-ouverte, inactive. La liaison du glutamate dans un seul ou dans les deux
sites de liaison induit un changement conformationnel du dimère de récepteur [42, 260]. Les
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Table I.5 – Classification des mGluRs et leurs principales voies de signalisation.

Famille Couplage
Transduction
principale

Agents pharmacologiques

Groupe I (principalement post-synaptique)

mGlu1
Agonistes : (S)-3,5-DHPG ; quisqualate
Antagonistes : (S)-MCPG ; LY367385∗

mGlu5

Gq/11

(excitateur)

↑ PLC, ↑ Ca2+

↑ AC (dans certains
systèmes)
↑ phosphorylation MAPK

Agonistes : (S)-3,5-DHPG ; quisqualate ; CHPG
Antagonistes : (S)-MCPG ; MPEP∗

Groupe II (pré- et post-synaptique)

mGlu2
Agonistes : DCG-IV ; LY354740 ; 2R,4R-ACPD
Antagonistes : LY341495 ; HYDIA ; mCD-CCG

mGlu3

Gi/o

(inhibiteur)

↓ Adénylate cyclase
Activation canaux K+

Inhibition canaux Ca2+ Agonistes : DCG-IV ; LY354740 ; 2R,4R-ACPD
Antagonistes : LY341495 ; HYDIA ; mCD-CCG

Groupe III (principalement présynaptique sauf mGlu6)

mGlu4
↓ Adénylate cyclase
↑ PLC via Gq/11

Agonistes : L-AP4 ; L-SOP ; ACPT-I
Antagonistes : MSOP ; MAP4 ; DCG-IV ; CPPG

mGlu6
(rétine)

↑ Phosphodiestérase,
↑ GMPc

Agonistes : L-AP4 ; L-SOP ; ACPT-I
Antagonistes : MSOP ; MAP4 ; DCG-IV ; CPPG

mGlu7
↓ Adénylate cyclase
↓ Canaux Ca2+ de
type N et P/Q

Agonistes : L-AP4 ; L-SOP ; AMN082
∗

Antagonistes : MSOP ; MAP4 ; CPPG ;
MMPIP

∗ + ADX71743∗

mGlu8

Gi/o

(inhibiteur)

↓ Adénylate cyclase
↓ Canaux Ca2+ de type N

Agonistes : L-AP4 ; L-SOP ; 3,4-DCPG ; ACPT-I
Antagonistes : MSOP ; MAP4 ; DCG-IV ; CPPG

Les modulateurs allostériques sont indiqués avec une astérisque. Les agents controversés sont indiqués en italique.

Notez que l’ADX71743 (Addex Therapeutics et Françine Acher) n’est pas encore commercialisé. Modifié de [474]

et [351].
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Figure I.6 – Représentation du récepteur mGlu7 dimérique et de ses principaux
partenaires protéiques.

Le récepteur mGlu7a présente une organisation fonctionnelle homodimérique. La liaison du glutamate dans

le VFT induit une modification conformationnelle relayée au niveau intracellulaire via les domaines CRD et

7TM, alors que la liaison d’un agoniste allostérique modifie directement la conformation des 7TM du récepteur.

L’augmentation du taux de Ca2+ intracellulaire induirait la liaison de la calmoduline (CaM) au récepteur

et le découplage de la protéine MacMARCKs (MacM) et des sous-unités βγ de la protéine Go avec la partie

C-terminale du récepteur. Dans cet état, les sous-unités βγ induiraient l’inhibition des canaux calciques voltage-

dépendant. D’après [351].

changements conformationnels des VFT se répercutent au niveau intracellulaire. Deux do-
maines jouent un rôle important dans ce transfert. Le premier, situé au niveau N-terminal, est
appelé "domaine riche en cystéine" (Cystein-rich domain, CRD) car il contient neuf résidus
cystéines, dont huit sont liés par des ponts disulfure [339]. La neuvième cystéine est elle liée
par un pont disulfure avec une cystéine dans le lobe 2 d’un VFT : cette liaison est cruciale
pour la propagation du signal entre les VFT et le CRD [407]. Le second domaine est constitué
des sept hélices transmembranaires (7TM) reliées entre-elles par 3 boucles intracellulaires. La
spécificité du couplage du récepteur avec la protéine G serait régulée par la boucle intracel-
lulaire i2 [391, 128]. La majorité des modulateurs allostériques agissent au niveau des 7TM :
les modulateurs allostériques positifs (PAM) n’activent pas directement le récepteur, mais po-
tentialisent la réponse du récepteur à des agonistes orthostériques, alors que les modulateurs
allostériques négatifs (NAM) inhibent cette réponse [389, 206] (voir Fig.I.6). Enfin, le domaine
C-terminal intracellulaire est crucial pour moduler la liaison du récepteur avec une protéine G
et transduire le signal. Cette région présente des épissages alternatifs et des modifications post-
traductionnelles importantes et supporte les interactions entre le récepteur et de nombreuses
protéines intracellulaires [163]. Comme pour les iGluRs, les interactions avec les protéines in-
tracellulaires sont nécessaires pour le contrôle de l’adressage, la stabilisation, la conformation
ou encore du recyclage des mGluRs [185, 50, 158, 297].
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I.2.3.1 Récepteurs mGlu du groupe I

Les mGluRs présentent un profil d’expression et une régulation spatio-temporelle propre [290].
Chez l’adulte, les récepteurs mGlu du groupe I (récepteurs mGlu1 & 5) sont localisés majori-
tairement à la périphérie des densités postsynaptiques (PSD) [29, 291], bien qu’on les trouve
également à la présynapse, dans des régions extrasynaptiques et dans les astrocytes. Ils sont ex-
primés de façon ubiquitaire dans le cerveau, mais principalement dans les cellules pyramidales
de l’aire CA3 de l’hippocampe, dans les cellules de Purkinje du cervelet, dans le bulbe olfactif
et dans le thalamus. Les récepteurs mGlu5 sont majoritairement localisés dans le cortex, le
striatum, le noyau accumbens, les aires CA1 et CA3 de l’hippocampe et les cellules granu-
laires du bulbe olfactif [246]. On retrouve également ces récepteurs hors du cerveau, dans les
afférences terminales de la peau [44], les mélanocytes [172], les ostéoblastes [198], les cellules
cardiaques [190], les thymocytes [465] et les cellules hépatocytaires [466].

Ces récepteurs sont couplés à une protéine Gαq/11 : leur activation engendre l’hydrolyse
de phosphoinositide par la phospholipase C [308, 2, 12], la libération de Ca2+ et l’activation de
la protéine kinase C (PKC) (Table I.5). Cette dernière active à son tour les phospholipases D
et A2 et la voie des MAPK [213]. Cependant, les récepteurs mGlu du groupe I sont également
capables, dans une moindre mesure, d’activer les protéines de types Gαs et Gαi/o, selon le
type de variant du récepteur et le système d’expression dans lequel il se trouve [295].

Les mGluRs du groupe I modulent l’activité de différents canaux ioniques. Ils peuvent
inhiber des canaux calciques [279, 475], moduler positivement ou négativement des canaux
potassiques [162, 427] et enfin augmenter la probabilité d’ouverture des récepteurs NMDA via
la PKC [289]. Ces effets peuvent induire une dépolarisation postsynaptique et une adaptation
de la décharge des neurones. Les mGluRs du groupe I sont également capables d’activer des
voies de signalisation indépendamment de leur protéine G. Par exemple, ils peuvent activer la
phospholipase D, ce qui conduit à la formation de DAG [237, 426]. Ils peuvent également mo-
duler les courants postsynaptiques excitateurs dans des neurones hippocampiques en activant
la voie Src (une tyrosine kinase) [215].

Comme beaucoup de RCPG, les mGluRs du groupe I peuvent désensibiliser. Dans la plu-
part des cas, la désensibilisation est déclenchée par une phosphorylation du récepteur, gouver-
née principalement par la PKC et les GRKs (G protein-coupled Receptor Kinases). Suite à sa
phosphorylation, le récepteur est reconnu par la β-arrestine qui le découple de sa protéine G.
La β-arrestine induit le recrutement de la clathrine, qui permet l’endocytose du récepteur. Une
fois internalisé, il sera soit « re- sensibilisé » par déphosphorylation et ré-adressé à la mem-
brane, soit envoyé vers les lysosomes où il sera dégradé [136]. L’internalisation des mGluRs du
groupe I peut être constitutive, ou induite par l’agoniste.

Les mGluRs du groupe I jouent un rôle important dans l’induction de plasticité synaptique
à long terme, impliquée dans l’apprentissage et la mémoire [405, 294]. On observe en effet un
défaut de LTP hippocampique et d’apprentissage ainsi qu’un défaut de LTD dans le cervelet
chez les souris invalidées pour le gène codant pour la sous-unité mGlu1 [106]. De plus, un rôle
dans le développement et la différentiation neuronale a été décrit [169, 207], ainsi que dans la
dégénérescence neuronale [66] et dans l’induction de la réactivité astrocytaire [16].

I.2.3.2 Récepteurs mGlu des groupes II et III

Les récepteurs du groupe II (récepteurs mGlu2 et 3) et du groupe III (récepteurs mGlu4, 6,
7 et 8) sont nettement moins bien caractérisés que ceux du groupe I. Ils sont principalement
présynaptiques et sont très largement exprimés dans le SNC [105].

Concernant le groupe II, le récepteur mGlu2 est plutôt exprimé à la périphérie des zones
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actives présynaptiques, mais on le trouve également au niveau postsynaptique [345], alors que
le récepteur mGlu3 est exprimé autant au niveau présynaptique qu’au niveau postsynaptique,
ainsi que sur certaines cellules gliales [384, 17].

Parmi tous les mGluRs, le récepteur mGlu7 montre de loin l’expression la plus répandue
dans le SNC ; il fait l’objet de cette thèse et sera décrit en détail dans la partie I.3. Concernant
les autres mGluRs du groupe III, une étude en microscopie optique et électronique a démontré
que le récepteur mGlu4 est aussi largement exprimé dans le SNC, notamment dans le cerve-
let, l’hippocampe, le bulbe olfactif, la moelle épinière et le thalamus [355]. On le trouve au
niveau présynaptique, au sein de la zone active [310], dans les synapses asymétriques (gluta-
matergiques) en tant qu’autorécepteur et symétriques en tant qu’hétérorécepteur, alors que
son expression postsynaptique n’a été observée que dans les synapses asymétriques [57]. Le
récepteur mGlu8 montre une distribution plus restreinte, dispersée dans le cortex et certains
noyaux thalamiques et plus robuste dans le cervelet et le bulbe olfactif. Il est exprimé princi-
palement dans les zones actives présynaptiques [436], sauf dans la rétine où il est observé aux
niveaux postsynaptiques et extrasynaptiques [255]. Il joue également un rôle développemental.
L’expression du récepteur mGlu6 est quant à elle restreinte à la rétine, dans les postsynapses
des cellules bipolaires ON [60].

Les récepteurs des groupes II et III sont couplés aux protéines Gi/o (Table I.5). Ces pro-
téines G inhibent la production d’AMPc en freinant l’activité de l’adénylate cyclase (AC) et
modulent directement l’activité de canaux ioniques et autres partenaires transducteurs via la
libération de la sous-unité βγ [105] (voir Table I.4). Cela aboutit à une diminution du Ca2+

présynaptique et de la libération de neurotransmetteur. Parmi ceux du groupe III, le récep-
teur mGlu4 se couple également avec la protéine Gq, aboutissant à l’activation de la voie
PLC-PKC [3]. Les voies de signalisation du récepteur mGlu7a seront décrites plus précisément
dans la partie I.3.3. Leur activation induit notamment l’inhibition de canaux Ca2+ et module
des canaux K+. Par conséquent, les récepteurs présynaptiques diminuent la probabilité de
libération vésiculaire de neurotransmetteurs [187, 59] et certains inhibent aussi les réponses
postsynaptiques. En plus de réguler l’excitabilité neuronale, ces récepteurs jouent d’autres
rôles importants, comme par exemple la régulation du métabolisme, la transcription génique
et participent à la fonction gliale et à la communication neurone-cellule gliales.

Cependant, tout comme les récepteurs du groupe I, ces récepteurs peuvent aussi activer
d’autres voies de signalisation indépendantes de la protéine G, dont l’activation des MAPK
et de la phosphatidylinositol-3-kinase [223] et ils présentent également une désensibilisation
suite à leur activation prolongée par un agoniste [136]. Enfin, comme les autres récepteurs du
glutamate, ils interviennent dans les mécanismes de plasticité à long terme (présynaptique et
postsynaptique), notamment la LTD [186, 10, 365].

I.2.3.3 Neuropathologies associées aux mGluRs

La compréhension des rôles physio-pathologiques d’un RCPG fait souvent appel à des tech-
niques génétiques. Parmi les mGluRs, les récepteurs mGlu1 furent les premiers à être inactivés
chez la souris. Depuis, tous les mGluRs ont été génétiquement délétés (Knock-Out) chez la
souris : ces études ont démontré des rôles potentiels de chaque récepteur dans les fonctions
cellulaires et dans différents états physio-pathologiques. Le développement d’outils pharmaco-
logiques et électrophysiologiques a permis de compléter ces études, dévoilant un large spectre
d’action des mGluRs.

Les mGluRs du groupe I sont impliqués dans diverses formes d’excitotoxicité, qui sont
parfois accompagnées d’une dérégulation gliale [311]. Quelques exemples non-exhaustifs sont
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les ischémies [338], l’épilepsie [324], les maladies de Huntington [479], de Parkinson [88] et
d’Alzheimer [402] ; ils sont aussi impliqués dans le syndrome de l’X fragile [30], l’anxiété [27],
l’addiction aux drogues [91], l’ataxie [413], la nociception [282] et dans la schizophrénie [103].

Les mGluRs des groupes II et III ont un rôle généralement antagoniste à ceux du groupe
I : leur activation est souvent neuroprotectrice et optimisante pour les fonctions cognitives
[105, 418]. Citons par exemple leurs effets bénéfiques chez les modèles murins de psychoses
[335], de troubles de l’anxiété et de stress [283], d’épilepsie [85], des maladies de Huntington
[70] Parkinson [412] et Alzheimer [273], la schizophrénie [334], ainsi que de nociception [178].
Le dysfonctionnement du récepteur mGlu6 a lui été associé à différentes formes de cécité
congénitale stationnaire nocturne [523] et autres troubles de la vision [307]. Les pathologies
associées au récepteur mGlu7 seront présentées dans la section I.3.

Les mGluRs constituent des cibles thérapeutiques puissantes contre un grand nombre de
troubles neurologiques et psychatriques [66, 351]. L’avantage des drogues visant les mGluRs
réside en la modulation subtile de la transmission glutamatergique et GABAergique et permet
d’éviter les effets secondaires liés à l’usage d’agonistes ou antagonistes des iGluRs.

I.3 Le récepteur métabotropique au glutamate 7 (mGlu7)

I.3.1 Le gène GRM7 et ses variants d’épissages

Le gène codant pour la sous-unité mGlu7 (GRM7 ) montre la plus forte conservation au cours
de l’évolution parmi tous les GRMs, des plus petits organismes eucaryotes aux primates [358].
GRM7 possède deux variants d’épissage distincts : mGlu7a et mGlu7b [170] (voir Fig.I.7).
GRM7 possède également des variants exprimés dans des tissus non-neuronaux : mGlu7c, d
et e [422], mais ces isoformes n’ont jamais été confirmées par hybridation in-situ, immunohis-
tochimie, ni par analyses fonctionnelles et restent donc méconnues.

La taille totale des ADNc codant pour les sous-unités mGlu7a et b humaines diffèrent
au niveau de l’extrémité C-terminale (3’) de la région codante par l’insertion alternative de
92 nucléotides. Ils codent pour deux protéines de 915 et 922 acides aminés respectivement
[170, 111]. Dans mGlu7b, les 15 derniers acides aminés de mGlu7a sont remplacés par une
nouvelle séquence de 23 acides aminés ne présentant pas de similarité avec le C-terminal des
autres mGluRs.

I.3.2 Localisation du récepteur mGlu7 dans le SNC mammalien

Quelques études d’hybridation in-situ et d’immunocytochimie ont révélé la distribution des
ARNm et des protéines mGlu7 dans le cerveau mammalien. mGlu7a est l’isoforme majeure du
SNC [249] et a donc été étudiée plus en détail. Ainsi, la plupart des anticorps générés à ce jour
sont dirigés contre mGlu7a. La grande difficulté dans l’étude du récepteur mGlu7 réside dans
le manque d’outils pharmacologiques spécifiques. Kinoshita et ses collègues avaient réussi à
générer un anticorps spécifique contre mGlu7a [249] et ce même anticorps a été utilisé jusqu’à
épuisement dans la plupart des études réalisées jusqu’à aujourd’hui. A l’heure actuelle, il existe
quelques anticorps commerciaux, mais l’obtention d’un marquage spécifique reste un défi (voir
partie II.1).

L’utilisation de ces anticorps a permis de révéler une expression plus vaste du récepteur
mGlu7a comparé aux autres mGluRs chez le rat et la souris [250, 298, 249, 254]. Le niveau
d’expression du récepteur mGlu7a évolue au cours du développement et est régulé différemment
selon les régions cérébrales [58]. Les ARNm de mGlu7a sont faiblement détectés à la naissance
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Figure I.7 –Variants d’épissage du récepteur mGlu7 et mutation du domaine PDZ-
ligand chez la souris mGlu7AAA.

Représentation schématique des deux variants d’épissage du récepteur mGlu7, mGlu7a et mGlu7b. Les sept

régions transmembranaires sont indiquées par les barres noires numérotées. Leurs séquences diffèrent au niveau

des 26 derniers acides aminés de l’extrémité C-terminale. Chez la souris knock-in (KI) pour mGlu7a, les trois

derniers acides aminés formant le domaine PDZ-ligand (leucine, valine, isoleucine, LVI) ont été remplacés par

trois alanines (AAA).

et augmentent pendant le développement postnatal. Dans le cortex (hippocampe, néocortex et
cortex olfactif), les analyses immunohistochimiques ont révélé un niveau d’expression maximal
au septième jour postnatal (P7) et à P14, qui décline chez les rats plus âgés [58]. Au contraire,
les niveaux d’expression de mGlu7a dans le pons, la médulla et le cervelet sont plus élevés à P7
puis déclinent jusqu’à P14 et se stabilisent. Chez l’adulte, les niveaux protéiques de mGlu7a
sont particulièrement élevés dans les aires sensorielles, comme le cortex piriforme et entorhinal,
le colliculus supérieur, le noyau cochléaire dorsal, le bulbe olfactif, ou encore l’hippocampe, le
noyau réticulaire thalamique (NRT), le striatum, le globus pallidus et le nerf facial. On le trouve
aussi dans la moelle épinière. Par contre, les immunomarquages sont rarement détectés dans
le noyau septal médian, le noyau ventro-postéro-médian (VPM), l’aire tegmentale ventrale, le
noyau oculomoteur et les noyaux cérébelleux [249, 58]. L’expression du récepteur mGlu7, ainsi
que les autres mGluRs du groupe III dans les régions thalamo-corticales est récapitulée dans
la Table I.6.

Dans les régions néocorticales, l’immunomarquage du récepteur mGlu7a est plus disperse.
Il est intense dans la couche I corticale, modéré dans les couches II, III et V et faible dans
les couches IV et VI. Dans l’amygdale, un marquage intense à modéré a été observé dans les
régions corticales périamygdaloïdes. Dans l’hippocampe, le récepteur mGlu7a est fortement
exprimé dans les aires CA1 (dans le stratum oriens, le stratum radiatum, plus modérément
dans le stratum lacunosum-moleculare) et CA3 (dans le stratum lacunosum-moleculare, plus
modérément dans le stratum oriens et le stratum radiatum et faiblement dans le stratum luci-
dum). Le gyrus denté montre aussi une forte expression de mGlu7a dans la couche moléculaire,
mais pas dans la couche granulaire [249]. En plus d’une large distribution au sein du SNC,
la localisation présynaptique du récepteur mGlu7 lui confère un rôle clé dans le contrôle de
la neurotransmission. Il est en effet adressé principalement au niveau des zones actives glu-
tamatergiques. Cependant, il a aussi été détecté dans certaine zones actives GABAergiques,



I.3 Le récepteur métabotropique au glutamate 7 (mGlu7) 47

Table I.6 – Expression des mGluRs du groupe III dans la boucle thalamo-corticale.

Région cérébrale Expression de mGlu7a Autres mGluRs co-exprimés

Thalamus

VPM − 4

NRT + 8

Cortex Somatosensoriel S1

Couche II/III ++ 4, 8

Couche IV + 4, 8

Couche VI + 4, 8

notamment dans l’hippocampe [436, 451], l’hypothalamus [420] et le cortex somatosensoriel
[124].

L’expression précise du récepteur mGlu7 dans les différents sous-types cellulaires reste
cependant largement méconnue. L’expression du récepteur mGlu7 au sein du réseau thalamo-
cortical est étudiée dans le cadre de cette thèse (voir section I.7).

I.3.3 Signalisations et fonctions : voie PICK1 et inhibition des canaux Cav

Comme tous les mGluRs, la topologie du récepteur mGlu7 est typique des RCPG, comportant
un domaine à 7 hélices transmembranaires, un domaine C-terminal intracellulaire et un do-
maine N-terminal extracellulaire où se situe le site de liaison au glutamate [167] (voir section
I.1.4 et Fig.I.6). Généralement, le récepteur mGlu7 fonctionne sous forme d’homodimère [263].

Le domaine C-terminal du récepteur mGlu7 peut lier la calmoduline (une protéine sensible
au Ca2+), les sous-unités βγ des protéines Go trimériques (Gαoβγ), la protéine GRIP, la syn-
thénine, la "macrophage myristoylated alanine-rich c-kinase substrate" (MacMARCKS), ainsi
que la protéine interagissant avec la protéine kinase C 1 (Protein Interacting with C Kinase 1,
PICK1) au niveau du motif PDZ-ligand [135, 152]. PICK1 joue un rôle crucial pour la fonction
de ce récepteur : elle régule notamment l’échafaudage et l’agrégation du récepteur mGlu7 à
la synapse [54, 468], et comme nous allons le voir, attribue au récepteur mGlu7 des voies de
signalisation non-canoniques.

Le couplage du récepteur mGlu7 aux protéines Gi/o a été montrée dans des préparations
de synapsosomes et de façon indirecte [326]. Une cascade non-canonique dépendante de la
Ca2+/calmoduline et de la protéine kinase C (PKC) [341, 379], et nécessitant l’interaction du
récepteur avec PICK1 a été démontrée dans les neurones (Fig.I.8a,b).

Plus précisément, lorsqu’un agoniste lie le récepteur mGlu7, celui-ci active la protéine Go ;
la sous-unité αo inhibe l’AC alors que les sous-unités βγ stimulent la phospholipase C (PLC),
induisant la formation de seconds messagers DAG et d’IP3. PICK1 lie et maintient la PKC
à proximité du récepteur, permettant son activation par ces seconds messagers. La PKC mé-
die l’inhibition des canaux calciques voltage-dépendants de type P/Q et/ou de type N [327].
Comme nous l’avons mentionné précédemment, ces canaux sont particulièrement importants
pour générer l’influx calcique dans la présynapse. Les neurones thalamiques expriment à la fois
les canaux Cav de type N et de type P/Q (Table I.7). Le récepteur mGlu7 est donc susceptible
d’inhiber ces deux canaux dans leurs terminaisons axonales. L’inhibition de l’entrée de Ca2+

dans la présynapse diminue la libération de neurotransmetteur et inhibe donc la transmission



48 I. Introduction

synaptique [379, 378]. Certains travaux ont démontré que la diminution de l’AMPc ne par-
ticipe que faiblement à la modulation mGlu7-dépendante de la neurotransmission [326, 305],
suggérant que l’activation du récepteur mGlu7 abouti principalement l’inhibition des canaux
Cav.

Le récepteur mGlu7 agit comme un autorécepteur, qui inhibe la libération de glutamate.
D’autres travaux ont également attribué un rôle d’hétérorécepteur à mGlu7, capable d’inhiber
la libération de GABA dans des présynapses hippocampiques [425] et hypothalamiques [420].

Une propriété notable du récepteur mGlu7 est de présenter une affinité très faible pour
le glutamate par rapport aux autres mGluRs [358, 105, 514, 409], de l’ordre du millimolaire
(EC50 ≈ 1 mM). Il a été proposé que le récepteur mGlu7 est inactif lors de la neurotransmis-
sion normale et n’interviendrait que lors d’activités synaptiques élevées engendrant une forte
libération de glutamate [352, 351]. Caldwell et al. ont démontré un lien entre la concentration
en Ca2+ intracellulaire et l’efficacité de l’activation du récepteur mGlu7 par le L-AP4 dans
des ovocytes de Xenope [71]. La calmoduline lie le récepteur de façon compétitive avec les
sous-unités Gβγ [354]. L’augmentation du Ca2+ intracellulaire induit le couplage de la calmo-
duline avec le récepteur et par conséquent une meilleure activation de la voie mGlu7/PICK1
via la Gβγ et la PKC, aboutissant à une inhibition efficace des Cav. Les auteurs en ont conclu
que le récepteur mGlu7a freine la libération de glutamate quand l’entrée de Ca2+ est trop
importante. Cela qui lui confère une propriété de "filtre passe-bas" car il freine les réponses
synaptiques des activités à hautes fréquences (responsables de fortes entrées de Ca2+).

Table I.7 – Classification des canaux Ca2+ voltage-dépendants et expression dans
les neurones thalamiques.

Type de
courant Ca2+

Sous-unité
α1

Expression
dans le NRT
et le VPM

Canaux à haut seuil d’activation

Cav1.1 -

Cav1.2 NRT, VPM

Cav1.3 NRT, VPM
L

Cav1.4 -

P/Q Cav2.1 NRT, VPM

N Cav2.2 NRT, VPM

R Cav2.3 NRT

Canaux à bas seuil d’activation

Cav3.1 VPM

Cav3.2 NRTT

Cav3.3 NRT

On distingue les canaux Cav à haut-seuil d’activation (qui s’activent lorsque le potentiel de membrane est

supérieur à -50 mV) et ceux à bas-seuil (qui s’activent lorsque le potentiel de membrane atteint environ -70

mV). Remarquez que les deux canaux Cav inhibés par la voie mGlu7a-PICK1, les canaux de type P/Q et de

type N, sont co-exprimés dans les présynapses thalamiques. D’après les données de [501].

De plus, il a été observé pour d’autres RCPG que les sous-unités βγ peuvent également
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Figure I.8 – Modulation de l’acti-
vité synaptique par le récepteur
mGlu7a.
(a) Au repos, la faible concentration de Ca2+

présynaptique induit la fusion de quelques vé-

sicules à la membrane, aboutissant à de petits

potentiels postsynaptiques spontanés. Dans

cet état, mGlu7 (représenté à l’état de mono-

mère par simplification) ne présente pas d’acti-

vité agoniste-dépendante car la concentration

en glutamate dans la fente synaptique est lar-

gement inférieure au niveau requis pour acti-

ver le récepteur. (b) Un potentiel d’action ar-

rive au niveau présynaptique et induit l’ouver-

ture des canaux calciques voltage-dépendants

(Cav). Le glutamate libéré à la synapse ac-

tive le récepteur mGlu7 lorsque sa concentra-

tion atteint un niveau suffisant et induit l’ac-

tivation de la protéine Go. La sous-unité αo

se dissocie des sous-unités βγ et inhibe l’adé-

nylate cyclase (AC) : cette voie aboutit à la

diminution du taux d’AMPc et à la ferme-

ture de canaux calciques, inhibant ainsi la libé-

ration de neurotransmetteur. Les sous-unités

βγ quant à elles activent la PKC maintenue

à proximité du récepteur grâce à un dimère

de PICK1 ; dans ces conditions la PKC in-

duit à son tour la fermeture des canaux cal-

ciques voltage-dépendants, inhibe l’entrée de

calcium et par conséquent la libération de neu-

rotransmetteur. (c) Chez la souris knock-in

mGlu7AAA, le domaine de liaison de mGlu7a

avec PICK1 est muté, ce qui aboli le couplage

de mGlu7a avec PICK1. La PKC ne peut plus

être activée par les sous-unités βγ et la voie

de signalisation aboutissant à l’inhibition des

canaux Cav n’est plus fonctionnelle, alors que

la voie dépendante de l’AMPc l’est toujours.
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inhiber directement l’exocytose des vésicules [47] et exercer une inhibition tonique des canaux
Ca2+ voltage-dépendants, en l’absence d’agoniste (voir [31] par exemple). Bertaso et ses col-
lègues ont démontré que MacMARCKS antagonise une inhibition tonique des canaux Ca2+

de type P/Q, dépendante du récepteur mGlu7, suggérant une activité constitutive de mGlu7a
[40]. Cependant, aucune démonstration formelle d’activité constitutive du récepteur mGlu7
n’a été proposée à ce jour.

Une étude comparant l’effet de différents agonistes et antagonistes des mGluRs du groupe
III sur le taux de glutamate ambiant (voir section I.1.6) a démontré que le récepteur mGlu7
inhibe la libération non-vésiculaire de glutamate dans le noyau accumbens [516]. Cet effet
dépend des antiporteurs cystine-glutamate et suggère un rôle essentiel du récepteur dans le
contrôle des niveaux ambiants de glutamate.

En plus de son rôle dans la neurotransmission, le récepteur mGlu7 est aussi impliqué dans
différentes formes de plasticité synaptique. Par exemple, dans des tranches d’hippocampe,
l’activation du récepteur mGlu7 combinée à une stimulation à haute fréquence des synapses
entre les fibres moussues hippocampiques et les interneurones du stratum lucidum induit une
LTD présynaptique. Cette LTD dépend d’une inhibition des canaux Ca2+ de type P/Q via la
voie PICK1 et PKC. Par contre, lorsque l’activation du récepteur mGlu7 est prolongée, cela
induit une internalisation (désensibilisation) du récepteur. Dans ce cas, la plasticité générée
par stimulation à haute fréquence devient alors une LTP présynaptique [375]. Cette LTP ne
dépend pas simplement de la désinhibition des canaux Ca2+, mais dépend également de la voie
PKA-AMPc [376]. Cela confère au récepteur mGlu7 un rôle important dans l’apprentissage et
la mémoire.

Étant donné son expression ubiquitaire au sein du SNC, notamment au niveau des ré-
gions somatosensorielles, motrices et celles associées aux émotions et à la peur, le récepteur
mGlu7 participe à un grand nombre de fonctions cérébrales que les études pharmacologiques
et génétiques commencent peu à peu à décrypter [352]. Cependant, de nombreuses incertitudes
demeurent quant au rôle propre du récepteur mGlu7 au sein des réseaux neuronaux. Un nombre
croissant d’études dénote un effet du récepteur au sein de neurones non-glutamatergiques, mais
il s’avère difficile de déterminer avec certitude les sous-types cellulaires impliqués à cause de
la pauvre pharmacologie spécifique de ce récepteur.

D’autres questions quant à l’activation spatio-temporelle du récepteur mGlu7 se posent
également. Physiologiquement, il semble peu probable que des taux de glutamate de l’ordre du
mM soient atteints au niveau des synapses GABAergiques dans lesquelles le récepteur mGlu7
est souvent exprimé, ainsi qu’au niveau extracellulaire. De plus, le dysfonctionnement du ré-
cepteur mGlu7 induit de graves phénotypes pathologiques qui seront décrits dans la section
suivante, difficilement attribuables à un simple rôle de filtre passe-bas. La contribution réelle
de mGlu7 dans la neurotransmission semble donc mal comprise et suggère une implication plus
tonique du récepteur au sein du SNC. La possibilité d’une activité constitutive du récepteur
sera discutée dans le cadre de cette thèse (voir section I.7).

I.3.4 Outils pharmacologiques et génétiques

Les récepteurs mGlu du groupes III et mGlu7 en particulier sont encore mal caractérisés à
cause de leur pharmacologie limitée. Jusqu’à très récemment, il n’existait aucun agent phar-
macologique agissant spécifiquement sur le récepteur mGlu7 [351]. La plupart sont en effet des
ligands de plusieurs mGluRs du groupe III, ou agissent sur d’autres composants intracellu-
laires, masquant ainsi l’effet propre de mGlu7 (Table I.5). Ce biais est d’autant plus important
que les mGluRs du groupes III sont souvent exprimés dans des mêmes synapses, où ils agissent
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de façon similaire.
Les agents pharmacologiques agissent soit de façon orthostérique (en liant la poche de

liaison au glutamate dans le domaine VFT, au niveau extracellulaire), soit de façon allosté-
rique (en s’intercalant généralement entre les sept hélices transmembranaires) en induisant une
activation ou une inhibition indépendamment de la présence de l’agoniste [93, 312].

Le premier agoniste orthostérique des récepteurs du groupe III découvert fût le L-AP4.
Ce composé présente une affinité pour les récepteurs mGlu4 et mGlu8 (EC50 ≈ 0.5 − 5 µM)
nettement supérieure à mGlu7 (EC50 ≈ 100 − 500 µM) [182]. Des propriétés similaires ont
été trouvées pour la L-SOP et le (S)-PPG [105, 182]. Ces trois composés ne traversent pas la
barrière hémato-encéphalique et ont donc rarement été utilisés in vivo. Depuis, de nouveaux
agonistes orthostériques présentant une fonction carboxylique, capable de traverser la BHE,
ont été mis au point, tels que l’ACPT-I et le (S)-DCPG [4, 368]. La spécificité de ces composés
laisse toujours à désirer.

Des antagonistes orthostériques ont aussi été découverts. Les analogues du L-AP4 et du L-
SOP, appelés MAP4 et MSOP, sont sélectifs des mGluRs du groupe III. D’autres dérivés plus
efficaces ont été décrits quelques années plus tard, notamment le CPPG et le MPPG [419, 272].
Tous ces antagonistes ne traversent que faiblement la BHE et agissent sur les quatre mGluRs
du groupe III. Un antagoniste des mGluRs du groupe II, le LY341495, antagonise également
les mGluRs du groupe III.

Des modulateurs allostériques ont aussi été développés. Le premier modulateur allostérique
positif (PAM) du récepteur mGlu7 est l’AMN082 [331]. Ce composé a fait l’objet d’un grand
nombre d’études in vivo ; malheureusement, plusieurs travaux ont par la suite révélé une action
non-spécifique de l’AMN082. Par exemple, contrairement au L-AP4, l’AMN082 n’induit pas
de mobilisation calcique [471], ni d’activation des canaux GIRK et n’active pas le récepteur
mGlu7 au niveau des collatérales de Schaeffer hippocampiques [24]. Cela démontre une activité
de l’AMN082 dépendante du contexte, différente selon les systèmes in vitro et les voies de
signalisations engagées. De plus, in vivo l’AMN082 est rapidement métabolisée en Met-1, qui
lie le transporteur aux monoamines (sérotonine, dopamine, noradrénaline...) [406].

Des problèmes similaires ont été observés avec la découverte du premier modulateur al-
lostérique négatif (NAM) du récepteur mGlu7, le MMPIP. Ce NAM inhibe la mobilisation
calcique induite par le L-AP4, mais n’empêche pas l’inhibition de l’accumulation de AMPc,
ni l’activation des canaux GIRK, ni l’inhibition de la transmission synaptique induite par le
L-AP4 au niveau de l’hippocampe [350]. Ici encore, l’activité de ce composé semble dépendant
du contexte cellulaire et n’agit que sur certaines voies de signalisation, induisant un antago-
nisme permissif [245]. Les résultats obtenus avec l’AMN082 et le MMPIP doivent donc être
interprétés avec prudence [351].

Très récemment, un nouveau NAM appelé ADX71743 a été mis au point par Addex The-
rapeutics puis synthétisé par Françine Acher (voir détails dans la section II.3). Ce composé
présente une bonne affinité pour le récepteur mGlu7 et semble agir de façon spécifique et
efficace [235], ouvrant enfin de meilleures perspectives quant à l’étude du récepteur mGlu7.

Parallèlement aux outils pharmacologiques, des modèles animaux mutants pour le récepteur
mGlu7 ont aussi été créés. Des souris déficientes pour mGlu7 (knockout mGlu7−/−) ont été
générées en 1998 [309]. Plus récemment en 2008, des souris knock-in mutées spécifiquement
au niveau du motif PDZ-ligand de mGlu7a, le site de liaison avec PICK1, ont été générées
[524]. Les trois acides aminés du motif PDZ-ligand (leucine, valine et isoleucine, LVI) ont été
remplacés par trois alanines (AAA, Fig.I.7) : cette mutation empêche le couplage de PICK1
avec mGlu7a et par conséquent les voies de signalisation associées à ce couplage fonctionnel
sont spécifiquement abolies (Fig.I.8c).
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De façon surprenante, les phénotypes des souris mGlu7 knockout (KO) et mGlu7AAA

knock-in (KI) sont relativement différents. Cela suggère que la voie mGlu7/PICK1 menant
à l’inhibition des canaux Cav supporte des fonctions spécifiques, masquées lorsque le récep-
teur est totalement délété des présynapses. Nous avons donc utilisé le modèle de souris KI
mGlu7AAA pour décrypter le rôle spécifique de la voie mGlu7/PICK1. Il est en effet important
de remarquer que des mécanismes de compensation se mettent souvent en place lors d’une
délétion génique [251, 302] : des protéines similaires peuvent tenter de compenser la fonction
du récepteur absent en modifiant leur expression ou leur activité. Ce mécanisme de compen-
sation est d’autant plus probable pour les récepteurs mGlu du groupe III, qui sont souvent
exprimés de façon concomitante et dont l’activation a toujours un effet inhibiteur. La com-
pensation de l’absence du récepteur mGlu7 par une augmentation de l’expression et/ou de
l’activité des récepteurs mGlu4 et 8 pourrait participer à l’induction de certaines différences
phénotypiques chez les souris KO par rapport aux souris KI. O’Connor et ses collègues ont
d’ailleurs montré que l’injection d’un ARN interférent (siARN) inactivant l’ARNm de mGlu7
chez la souris adulte induit un phénotype différent que celui des KO : cela montre un effet dif-
férentiel entre l’absence totale du récepteur comparé à l’inactivation ponctuelle du récepteur,
semblant confirmer des mécanismes de compensation supplémentaires chez le KO [353].

De plus, de par ses différentes voies de signalisation aboutissant à la modulation du taux de
Ca2+ intracellulaire, le récepteur mGlu7 pourrait éventuellement participer à la mise en place
des réseaux neuronaux. L’absence du récepteur mGlu7 pourrait donc induire des modifications
développementales chez les souris mutantes. Ces deux biais n’ont jamais été vérifiés. Les souris
KO présentent également des niveaux réduits d’enzymes impliquées dans la synthèse de GABA,
les GAD65 et GAD67 et de la reeline [507]. Le phénotype des souris KO résulte donc d’une
accumulation potentielle de plusieurs facteurs qui pourraient directement ou indirectement
être liés à l’absence du récepteur mGlu7.

I.3.5 Récepteur mGlu7 et neuropathologies

L’activation des mGluRs du groupe III au niveau des présynapses glutamatergique est géné-
ralement neuroprotectrice, car ils inhibent le relargage de glutamate et limitent ainsi l’excito-
toxicité induite par les iGluRs postsynaptiques [347]. Inversement, ces mGluRs peuvent avoir
des effet neurotoxiques de par leur expression au niveau des présynapses GABAergiques [263].

Chez l’homme, des polymorphismes du gène GRM7 ont récemment été associés à l’autisme
[518], la schizophrénie [356], des défauts d’attention et l’hyperactivité [372], à des défauts
d’audition liés à l’âge [176], mais pas encore aux épilepsies [195].

Les premiers travaux expérimentaux rendant compte d’un effet du récepteur mGlu7 sur
l’induction de crises épileptiques ont utilisé une pharmacologie peu spécifique, ne permettant
pas de déterminer avec certitude les implications d’autres mGluRs du groupe III. L’injection
focale de l’agoniste L-AP4 dans l’hippocampe est anti-convulsivant [1, 481], alors que l’injection
des antagonistes MAP4, MPPG et MSOP est pro-convulsivant [272, 188].

Depuis, le rôle physio-pathologique du récepteur mGlu7 à été clarifié grâce à des modèles
murins. Les souris KO mGlu7−/− présentent en effet une susceptibilité accrue aux convulsi-
vants [415] et développent des crises épileptiques à partir de la douzième semaine postnatale
lorsqu’elles sont placées dans un nouvel environnement [309]. Sansig et ses collègues ont observé
l’induction de crises tonico-cloniques chez l’adulte (>12 semaines) suite à un changement de
litière [415]. Cependant, ces souris ne présentent pas de crises épileptiques spontanées, suggé-
rant que la délétion du récepteur mGlu7 résulte uniquement en une susceptibilité augmentée.
Cette interprétation semble compatible avec l’attribution classique du rôle de "filtre passe-bas"



I.4 Neurotransmission GABAergique 53

du récepteur [379]. Les souris KO mGlu7−/− montrent aussi de nombreux défauts d’appren-
tissages [309, 218, 193] associés à des défauts de plasticité synaptique, notamment pour les
apprentissages d’aversion et de peur dépendant de l’amygdale [309, 165]. De plus, ces souris
présentent une diminution des états d’anxiété et de dépression [72, 121, 453], corrélés à une
dérégulation de l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Enfin, ces souris présentent un dé-
faut d’addiction à l’alcool, suggérant un rôle du récepteur mGlu7 dans ce comportement [204].
Elles pourraient aussi présenter des défauts de nociception, de mouvements, d’attention et
d’éveil, reflétant l’absence du récepteur mGlu7 dans la moelle épinière, le cervelet et le locus
coeruleus respectivement, mais cela n’a jamais été étudié [352].

Les souris KI mGlu7AAA, quant à elles, présentent un phénotype assez distinct par rapport
aux souris KO pour le récepteur mGlu7. Le découplage de PICK1 et mGlu7a (Fig.I.8c) induit
des crises d’épilepsie particulières : les crises de type absence, qui apparaissent spontanément
dès la cinquième semaine postnatale [41]. Ces crises résultent d’un dysfonctionnement de la
boucle thalamo-corticale, qui sera présenté en détail dans la partie I.6. Ces souris sont égale-
ment susceptibles aux convulsivants et présentent des déficits de mémoire de travail spatiale
[524].

I.4 Neurotransmission GABAergique

I.4.1 GABA

L’acide γ-amino-butyrique (GABA) est le principal neurotransmetteur inhibiteur du SNC
mammalien. Il est indispensable à la régulation de l’excitabilité neuronale. Le GABA est
présent à haute concentration (de l’ordre de quelques millimolaires dans le cytosol, jusqu’à
plus de 100 mM dans les vésicules) dans 25 à 50% des neurones [161] et tous les neurones du
SNC y sont virtuellement sensibles. Les neurones GABAergiques sont de divers types et sont
hautement spécialisés [175, 252]. La plupart sont des interneurones qui contrôlent localement
l’activité de réseaux neuronaux, alors que d’autres sont des neurones principaux épineux et en
tant que tel innervent d’autres aires cérébrales. C’est le cas notamment des neurones épineux
du striatum médian et les cellules de Purkinje du cervelet. Les neurones GABAergiques sont
indispensables au développement, à la fonction et à la plasticité des circuits neuronaux.

Le GABA est métabolisé à partir du L-glutamate par une décarboxylase (Glutamic Acid
Decarboxylase, GAD). Les GADs sont exprimées dans les neurones GABAergiques, ainsi que
dans certains tissus périphériques qui synthétisent également du GABA [317]. Deux gènes
codants pour GAD65 (ou GAD 65 kDa, indiquant le poids moléculaire de cette enzyme) et
GAD67 (ou GAD 67 kDa) existent [159] ; la GAD65 est localisée préférentiellement dans les
membranes notamment dans les terminaisons nerveuses, alors que la GAD67 est plus largement
distribuée dans les cellules [448].

Comme la plupart des neurotransmetteurs, le GABA est stocké dans des vésicules synap-
tiques. Après sa libération dans la fente synaptique, le GABA diffuse et agit sur ses récepteurs
ionotropiques et métabotropiques. L’activation des récepteurs GABAergiques induit une hy-
perpolarisation postsynaptique, qui inhibe l’activité neuronale. Tout comme le glutamate, le
GABA est rapidement recapté, principalement par les présynapses et les cellules gliales, grâce
à des transporteurs spécifiques [199], mais il peut aussi diffuser et activer des récepteurs ex-
trasynaptiques.

De même que les transporteurs du glutamate, les transporteurs du GABA peuvent s’in-
verser [364, 74] : le GABA peut donc aussi être libéré de façon non-vésiculaire [515]. Ainsi,
sa concentration extracellulaire dépend de l’état fonctionnel des transporteurs du GABA et
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de sa libération vésiculaire synaptique et extrasynaptique. Comme nous le verrons plus tard,
la bonne régulation du taux de GABA ambiant est cruciale pour contrôler l’excitabilité des
réseaux neuronaux.

I.4.2 Récepteurs ionotropiques GABAergiques : inhibition phasique et to-
nique

Les récepteurs ionotropiques du GABA sont de deux types : le récepteur GABAA et le récepteur
GABAC . Ces récepteurs forment des canaux ioniques perméables aux ions Cl− et l’entrée de
Cl− hyperpolarise la membrane neuronale [157], ce qui inhibe l’activité neuronale.

Les récepteurs GABAA sont ubiquitaires [498], mais leur expression est plus forte dans
le cortex, l’hippocampe, les ganglions de la base, le thalamus, le cervelet et le tronc cérébral
[519]. De études de clonage moléculaire ont dévoilé l’existence de 8 sous-unités différentes
(α, β, γ, δ, η, θ, π et ρ) présentant différents sous-types et variants. Actuellement, 19 ADNc
pour un récepteur GABAA ont été clonés chez l’homme [442]. Ces récepteurs s’assemblent
en hétéro-pentamères. Ils sont sélectivement bloqués par la bicuculline et la gabazine et sont
modulés par les stéroïdes, l’éthanol, les barbituriques et autres anesthétiques et les benzodiadé-
pines (anxiolytiques) [361, 440] : un grand nombre de médicaments anxiolytiques, hypnotiques
ou anti-convulsivants agissent sur les récepteurs GABAA [506]. L’activation des récepteurs
GABAA médie une inhibition synaptique rapide (quelques millisecondes). Dans certains cas
particuliers, notamment lors du développement, la concentration intracellulaire en Cl− peut
être élevée. Dans ces conditions, l’activation des récepteurs GABAA induit une sortie de Cl−

dépolarisante pour le neurone [37].

Les récepteur GABAA présentent des compositions sous-unitaires différentes selon les
régions cérébrales et les compartiments cellulaires, ce qui leur confère des caractéristiques
propres. Ils sont principalement exprimés au niveau postsynaptique, où ils induisent des po-
tentiels postsynaptiques inhibiteurs (PPSI). Ces PPSI induisent une inhibition dite phasique,
mais on peut aussi les trouver au niveau présynaptique où ils inhibent la libération de neu-
rotransmetteur, ainsi qu’au niveau extrasynaptique [318, 363]. Les récepteurs GABAA extra-
synaptiques sont activés par de faibles concentrations de GABA extracellulaire [333, 296]. Ils
médient une inhibition dite tonique, permanente et cruciale pour moduler l’excitabilité neu-
ronale globale au sein du SNC. Remarquez que seule l’utilisation d’antagonistes ou agonistes-
inverses sélectifs des récepteurs GABAA permet de révéler ces courants inhibiteurs toniques.
Cette inhibition tonique joue un rôle majeur dans les processus physio-pathologiques [34].

En général, les récepteurs synaptiques sont composés des sous-unités αβγ et sont plus affins
pour la bicuculline, alors que les récepteurs extrasynaptiques comportent plutôt les sous-unités
αβδ et sont plus sensibles à la gabazine [164]. Le niveau d’expression des récepteurs GABAA

extrasynaptiques est très variable selon les régions cérébrales ; dans le thalamus par exemple,
ils sont fortement exprimés dans le noyau ventro-postéro-médian (VPM), mais sont absents
du noyau réticulaire (NRT) [357, 64, 229, 83, 63, 374].

Les récepteurs GABAC ne sont exprimés qu’au niveau de la rétine, où ils médient l’inhibi-
tion latérale des réponses à la lumière et inhibent la libération de neurotransmetteur dans les
terminaisons des cellules bipolaires [292]. Ces récepteurs se distinguent nettement des récep-
teurs GABAA de par leurs caractéristiques d’activation, de désensibilisation et de conductance,
ainsi que par leurs ligands [156].
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I.4.3 Récepteurs métabotropiques GABAergiques

Les récepteurs GABAergiques métabotropiques GABAB appartiennent, comme les mGluRs,
aux RCPG de classe C (voir section I.2.3 et Table I.5) [242]. Ils sont très largement exprimés
dans le SNC [303]. Il existe trois sous-types de récepteurs : GABAB1, GABAB2 et le moins
étudié GABABL [73]. Ils s’assemblent fonctionnellement en hétéro-dimères obligatoirement
constitués de GABAB1 et GABAB2 [234, 43].

Ces récepteurs sont exprimés au niveau postsynaptique, ainsi qu’au niveau présynaptique.
L’activation des récepteurs GABAB est lente (plus de 100 msec). Les récepteurs inhibent
l’adénylate cyclase, des canaux Ca2+ et augmentent des conductances K+ sortantes [259]. Ainsi,
leur activation au niveau postsynaptique aboutit à une hyperpolarisation de la membrane
neuronale et à une inhibition de la libération de neurotransmetteur au niveau présynaptique
[242].

Pharmacologiquement, les récepteurs GABAB sont activés par le baclofen et le CCP27492
et inhibés par le phaclofen et le 2-hydroxy saclofen [55].

I.4.4 Transmission GABAergique et neuropathologies

Le GABA est le principal neurotransmetteur inhibiteur au sein du SNC. Des perturbations du
système GABAergique ont par conséquent de graves effets sur la balance excitation/inhibition.
Ces perturbations aboutissent généralement à une diminution de l’inhibition cérébrale phasique
et tonique. Des défauts du système GABAergique ont été associés à diverses maladies neurodé-
veloppementales et psychatriques, comme par exemple les épilepsies, l’anxiété, le dépression,
la schizophrénie, l’autisme, la splasticité, le syndrome de l’homme raide, les addictions aux
drogues et à l’alcool, les troubles du sommeil, la maladie de Parkinson et le syndrome pré-
menstruel [386, 84, 512].

De plus, de nombreux médicaments ciblent le système GABAergique et notamment les
récepteurs GABAA, comme par exemple les neurostéroïdes, les anxiolytiques, les sédatifs et
hypnotiques, les anesthésiques et les anti-convulsivants [362, 441, 296]. Plusieurs études ont
récemment mis en évidence l’importance physio-pathologique de l’inhibition tonique médiée
par les récepteurs GABAA extrasynaptiques, déterminante pour moduler notamment l’état de
conscience [83, 192].

I.5 Le réseau Thalamo-Cortical

I.5.1 Généralités

Le thalamus est réciproquement connecté au cortex cérébral, formant des circuits complexes
impliqués dans de nombreux processus fonctionnels, conscients et inconscients : intégration
sensorimotrice, attention, cognition et perception (Fig.I.9, [314, 221]).

Le cortex cérébral ou néocortex est divisé en différentes aires selon des critères anatomo-
fonctionnels. Ces aires sont interconnectées, mais chacune est généralement destinée à une
fonction spécifique. Le thalamus, dont les neurones projettent principalement dans le cortex
cérébral, est considéré comme la structure de relais par excellence pour l’acheminement des
messages sensoriels vers le néocortex. Ces messages sont organisés de façon topographique,
c’est-à-dire en rapport avec l’organisation spatiale du corps. De plus, le thalamus joue aussi
un rôle essentiel dans la circulation, d’une aire corticale à l’autre, de toutes les informations
[202].
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Figure I.9 – Représentation schématique du thalamus et du cortex somatosensoriel
dans un cerveau humain.

Le thalamus et le cortex somatosensoriel sont localisés sur cette illustration. Modifié de lien 1 et lien 2.
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Le thalamus est constitué de deux principaux types de noyaux : les noyaux d’ordre primaire
et d’ordre supérieur. Les premiers sont généralement des noyaux spécifiques sensoriels (thalami
visuel, somatosensoriel et auditif) et assurent la transmission de messages sensoriels vers le
cortex. Les seconds sont dits "non-spécifiques" ou "associatifs" (comme le pulvinar) et servent
plutôt de relais pour l’information d’une aire corticale à une autre [200] (Table I.8). Ces
derniers sont supposés associer et intégrer les informations corticales pour former des objets
mentaux tels que la perception de stimuli extérieurs réels, ou fictifs (par exemple, la perception
d’un membre fantôme). Les principales entrées des noyaux d’ordre primaire et supérieur sont,
respectivement, les afférences sensorielles spécifiques en provenance de la périphérie et les
projections cortico-thalamiques (CT) issues des cellules pyramidales corticales de la couche
V. De plus, les noyaux d’ordre primaire et supérieurs reçoivent des afférences modulatrices
provenant des cellules pyramidales de la couche VI corticale.

En résumé, les noyaux thalamiques d’ordre primaire relaient toutes les informations senso-
rielles provenant directement du monde extérieur, alors que les noyaux d’ordre supérieur sont
intermédiaires dans les relations cortico-corticales. Ils constituent en quelque sorte une "grille
de lecture" permettant de décoder et de donner une signification aux stimuli extérieurs [433].

Il est intéressant de noter une corrélation entre les fonctions des noyaux thalamiques et
leurs propriétés structurales : les noyaux d’ordre primaire contiennent des neurones de petite
taille avec des dendrites touffues. Ils ont une structure dense assimilable à celle d’un filtre aux
fibres serrées leur permettant de canaliser et de transmettre les informations sensorielles en
provenance de la périphérie. Les noyaux d’ordre supérieur contiennent des neurones de plus
grande taille avec des dendrites rayonnant d’une manière linéaire autour du corps cellulaire. Ils
ont une structure moins ramassée et leur rôle est d’associer, de réordonner et ainsi d’intégrer
des informations de plusieurs modalités sensorielles d’origines périphériques et/ou corticales
[394].

Les connectivités constituant la base du circuit thalamo-cortical sont relativement simples,
bien que les connexions intra-corticales et cortico-corticales fournissent un haut niveau de com-
plexité. Une caractéristique essentielle de ce circuit est de générer des oscillations rythmiques
[221]. Ces oscillations thalamo-corticales interviennent typiquement lors du sommeil, mais
peuvent également apparaître de façon anormale durant l’éveil, générant des crises d’épilepsie
très particulières : les crises de type absence.

Dans le cadre de cette thèse, nous décrirons ici en détail un circuit thalamo-cortical im-
pliqué dans l’intégration des informations somatosensorielles en provenance des vibrisses (des
moustaches) chez la souris. Ce réseau est bien caractérisé anatomiquement et fonctionnellement
et constitue donc un excellent modèle expérimental pour étudier le rôle physiologique du récep-
teur mGlu7 au sein du réseau thalamo-cortical (voir section I.7). Ce système thalamo-cortical
forme une sorte de "ménage à trois", comprenant le cortex somatosensoriel primaire (S1) et
deux structures thalamiques : le noyau ventro-postéro-médian (VPM) et le noyau réticulaire
thalamique (NRT), qui sera détaillé par la suite.

L’importance de la représentation corticale des différentes parties du corps varie beau-
coup d’une espèce à l’autre. Elle est corrélée au "mode de vie" de l’animal et dépend de la
densité de récepteurs à la périphérie. Par exemple, chez les rongeurs, les vibrisses sont très
représentées au niveau du cortex somatosensoriel S1 ou cortex à tonneaux (barrel cortex en
anglais), alors que les doigts des pattes le sont peu. En effet, les rongeurs utilisent leurs vi-
brisses pour détecter leur environnement proche, mais peu leurs pattes. L’utilisation de leurs
vibrisses se fait un peu à la manière dont un homme utiliserait ses mains pour appréhender son
environnement et se mouvoir dans une pièce sombre. Les vibrisses leur permettent d’explorer
les textures, d’identifier les objets, de mesurer les distances comme repère navigationnel et
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d’interagir socialement [380, 139]. Elles sont organisées en 5 rangées de 4 à 7 vibrisses. La
perception sensorielle associée aux vibrisses dépend de l’aire de représentation des vibrisses au
niveau du cortex somatosensoriel S1. Le nom de cortex "à tonneaux" provient de formations
cyto-architecturales particulières : on trouve en effet des regroupements de cellules au niveau
de la couche IV, ressemblant visuellement à des petits tonneaux. Ces tonneaux sont facilement
repérables à l’aide d’un microscope sur des tranches de cerveau. On retrouve au niveau de la
couche IV du cortex somatosensoriel une représentation exacte de la disposition des vibrisses
sur le museau de l’animal [513].

I.5.2 Connectivité du circuit thalamo-cortical

Lors d’une tâche comportementale, le rongeur positionne ses vibrisses au contact de l’objet
palpé. Elles permettent de transmettre une perturbation mécanique provoquée par la rencontre
d’un objet jusqu’aux récepteurs sensoriels situés au niveau des follicules [208]. Chaque follicule
est innervé par des neurones sensoriels.

Les neurones sensoriels issus des vibrisses transmettent les informations aux neurones du
thalamus via un relais au niveau des noyaux trigéminaux du tronc cérébral, plus précisément
au niveau du ganglion trigéminal principal (PrV). Le PrV présente deux types de neurones
principaux : les premiers (68 %, type I) projettent dans un noyau thalamique d’ordre primaire,
le VPM, alors que les seconds (23 %, type II) projettent dans un noyau d’ordre supérieur, le
complexe postéro-médian thalamique (POm) [90]. Les afférences au niveau du VPM consti-
tuent la voie dite lemniscale, alors que les afférences au niveau du POm constituent la voie
paralemniscale.

Anatomiquement, l’information issue des différentes vibrisses reste ségrégée le long de la
voie lemniscale, la somatotopie étant strictement respectée. En effet, les arborisations des
afférences primaires sont confinées dans une barrelette au niveau du PrV (Fig.I.10, [225]).
Un neurone du VPM reçoit des informations en provenance d’1 ou 2 neurones du PrV après
décussation [78, 134, 19]. Dans le VPM, les terminaisons axonales provenant du PrV sont
aussi restreintes au niveau du corps d’un barréloïde [493], chaque barréloïde contenant environ
250-300 neurones [266].

Les neurones du barréloïde du VPM (aussi appelés neurones de relais) innervent à leur tour
précisément un tonneau au niveau de la couche IV corticale, sans déborder sur un tonneau
voisin [228, 15]. Les neurones de cette voie ont des latences de réponse courtes [138] et relayent
donc rapidement au cortex une information uni-vibrissale, monosynaptique [266, 380]. Ainsi,
chacune des vibrisses active des neurones localisés dans un tonneau particulier du cortex S1 :
on retrouve donc au niveau du cortex S1 l’organisation des vibrisses en 5 rangées de tonneaux
de chaque côté du cerveau (voir Fig.I.10).

En plus de projeter au niveau cortical, les neurones de relais envoient aussi des collatérales
au niveau d’un deuxième noyau thalamique : le NRT (Fig.I.11). Cette transmission synaptique
est forte, fiable et précise [184]. Certains neurones du NRT recevant les informations des cellules
de relais modulent à leur tour ces mêmes neurones du VPM : ce rétrocontrôle négatif est de
plus faible amplitude, mais est crucial pour réguler l’activité des neurones de relais [314]. En
plus de projeter sur les neurones de relais, les neurones réticulaires contactent également des
neurones voisins au sein du NRT, contrôlant ainsi l’excitabilité des cellules adjacentes [392].

Une fois que l’information atteint la couche IV corticale, elle est alors relayée au niveau de
la couche II/III, puis au niveau de la couche VI [429]. Les cellules pyramidales de la couches
VI envoient à leur tour leurs axones vers le thalamus, où ils modulent à la fois les neurones du
NRT et les neurones de relais (Fig.I.11). Ces rétrocontrôles cortico-thalamiques sont souvent
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Figure I.10 – Illustration schématique des voies somatosensorielles chez la souris.

Cheminement de l’information sensorielle issue des vibrisses à travers le ganglion trigéminal, les noyaux tri-

géminaux du tronc cérébral (1), le thalamus (2) puis le cortex somatosensoriel primaire (3). Chaque vibrisse

est associée à une barrelette du tronc cérébral, à un barréloïde du thalamus et à un tonneau cortical. PrV,

noyau trigéminal principal ; VPM, noyau ventro-postéro-médian ; NRT, noyau réticulaire thalamique. D’après

[18] (haut) et un schéma de Woolsey reproduit dans [521] (bas).
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Figure I.11 – Illustration schématique de la boucle thalamo-corticale.

Les neurones glutamatergiques ("Glu") et GABAergiques ("GABA") sont indiqués au niveau du cortex soma-

tosensoriel primaire (S1) et dans les deux noyaux thalamiques, le noyau ventro-postéro-médian (VPM) et le

noyau réticulaire (NRT).

bien plus nombreux que les projections thalamo-corticales elles-mêmes, dans certains cas à
40 pour 1 [432]. Cela illustre l’importance du dialogue bi-directionnel entre le cortex et le
thalamus, chacun étant capable de rétrocontrôler l’état d’excitabilité de l’autre.

I.5.3 Thalamus et noyaux thalamiques

Principal constituant du diencéphale, le thalamus est un important centre relais sensoriel. Les
deux thalami sont situés de part et d’autre du 3ième ventricule et se rejoignent à travers la
fine fente du 3ième ventricule par la commissure grise (Fig.I.12). Le thalamus comprend de
nombreux noyaux étroitement interconnectés avec le cortex. Toutes les voies sensorielles font
relais dans le thalamus avant de se projeter sur le cortex, en dehors des voies olfactives. Le
thalamus véhicule également d’autres modalités vers le cortex : fonctions motrices, limbiques
et vigilance. Ainsi, les rôle principaux du thalamus sont de participer au relais de l’information
sensorielle périphérique vers les cortex somatosensoriel et moteur, aux processus attentionnels
(y compris la régulation de la vigilance et du sommeil) [397] et aux activités cognitives comme
la mémoire et le langage [231] (Table I.8).

Anatomiquement, le thalamus est divisé en trois groupes nucléaires : antérieur, médian et
latéral, auxquels s’ajoute le NRT qui forme un noyau fin entourant la partie latéro-dorsale
du thalamus [460] (Fig.I.12). Le groupe nucléaire antérieur comprend un noyau principal, le
noyau antéro-ventral et deux noyaux accessoires, les noyaux antéro-dorsal et antéro-médian.
Le groupe nucléaire médian est constitué d’un noyau unique : le noyau dorso-médian. Enfin,
le groupe nucléaire latéral, qui regroupe en fait une multitude de noyaux [233] :

• les noyaux ventraux : le ventral antérieur, latéral, médian et postérieur. Le noyau ven-
tral postérieur est lui-même subdivisé en 3 parties : ventro-postéro-latéral (VPL), médian
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Table I.8 – Principaux noyaux thalamiques et fonctions physiologiques associées.

Noyau Entrée(s) Sortie(s) Fonctions

Noyaux sensoriels

Ventro-Postéro-
Latéral
(VPL)

Tractus spinothalamique ;
Lemnisque médian

Cortex sensoriel
primaire

Sensations somatiques
(contralatérales)

Ventro-
Postéro-
Médian
(VPM)

Tractus
trigéminothalamique,
aires gustatives du
tronc cérébral

Cortex
sensoriel
primaire

Sensations
somatiques de la
face et du goût
(contralatérales)

Géniculé Médian
(GMN)

Brachium du colliculus
inférieur

Cortex auditif
primaire Ouïe

Géniculé Latéral
(GLN)

Tractus optique
Cortex visuel
primaire Vision

Pulvinar

Corps géniculé latéral,
corps géniculé médian,
colliculi supérieur et

inférieur

Cortex
associatif visuel

Intégration des
informations visuelles
(contralatérales)

Noyaux moteurs

Ventro-Latéral
(VL)

Cervelet et ganglions de
la base

Cortex moteur
primaire

Modulation et
coordination des
mouvements

Ventro-Antérieur
(VA)

Ganglions de la base
Cortex

prémoteur

Initiation et
planification des
mouvements

Ventro-
Intermédial

(VI)
Cervelet

Cortex moteur
primaire

Coordination des
mouvements

Noyaux limbiques et à projections non-spécifiques

Antérieur
Tractus

Mammillothalamique
Cortex

cingulaire
Stockage de la

mémoire et émotions

Médiodorsal
(MD)

Lobe temporal,
Amygdale, Hypothalamus

Cortex
préfrontal

Motivation,
apprentissage,
émotions

Centromédian Voies lentes nociceptives
Projections
corticales

non-spécifiques

Emotions liées à la
douleur

Noyau multi-modal

Réticulaire
(NRT)

Cortex cérébral,
noyaux thalamiques
d’ordre primaire et
secondaire, tronc

cérébral

Noyaux
thalamiques
de relais

Modulation de la
vision, du toucher,
de l’audition, la
motricité et des

fonctions limbiques
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Figure I.12 – Représentation schématique du thalamus et ses noyaux.
Les afférences et les efférences du VPM et du NRT sont indiquées. Modifié de [232].
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(VPM) et inférieur. Ce groupe nucléaire représente l’essentiel des noyaux de relais spé-
cifiques dédiés au système moteur et sensoriel ;

• les noyaux dorsaux : le latéro-dorsal et le latéro-postérieur ;

• le pulvinar, bordé latéralement par la lame médullaire externe et le noyau réticulaire
thalamique.

Au sein de la lame médullaire interne se trouve une multitude de petits noyaux, plus
ou moins bien individualisés, regroupés sous le nom de noyaux intralaminaires. Dans la par-
tie la plus médiane du thalamus, enfoui dans le plancher du 3ième ventricule, se trouve un
autre groupe de noyaux de petites tailles, assez mal individualisés et dénommés noyaux de
la ligne médiane. Ces deux groupes cellulaires constituent le "système thalamique diffus", par
opposition aux "noyaux de relais spécifiques" dont les projections corticales ciblent une région
délimitée du cortex, en général dédiée à un système anatomo-fonctionnel donné [82].

Sur la face la plus latérale de la masse thalamique, séparée de cette dernière par la lame
médullaire externe, le NRT constitue macroscopiquement un fin feuillet ou coquille enveloppant
la face externe du thalamus. Les fibres thalamo-corticales et cortico-thalamiques, en route pour
le cortex ou le thalamus respectivement, traversent donc le NRT, en y projetant des collatérales.

De nombreuses projections diffuses et non-spécifiques exercent une influence modulatrice
de l’état d’excitabilité du thalamus. Ces projections proviennent principalement de différents
noyaux du tronc cérébral et aboutissent dans les différents noyaux thalamiques (dont le VPM
et le TRN). Les neuromodulateurs impliqués sont l’acétylcholine, la sérotonine, l’histamine et
la noradrénaline. Les entrées dopaminergiques sont faibles voire absentes [233].

Nous décrirons plus particulièrement le VPM et le NRT qui constituent avec le cortex S1
la circuiterie thalamo-corticale somatosensorielle.

I.5.3.1 Le noyau Ventro-Postéro-Médian (VPM)

Le VPM reçoit les informations en provenance du tractus trigéminothalamique, du tractus
solitaire et du nerf trigéminal et il projette vers les aires somatosensorielles primaires. Ainsi,
cette aire thalamique bien définie est dédiée à la représentation de la tête de l’animal, avec sa
partie dorso-latérale contenant la représentation des vibrisses contra-latérales [266].

Le tronc cérébral recevant les fibres afférentes primaires inclut un ensemble de noyaux nom-
més les noyaux trigéminaux. Cela inclut le noyau trigéminal principal (PrV) et les différentes
divisions du noyau trigéminal spinal : la division "oralis" (SpVo), la division "interpolaris"
(SpVi) et la division "caudalis" (SpVc) [211]. Les deux noyaux intervenant dans la voie de
transmission de l’information sensorielle jusqu’au cortex sont le PrV et SpVi (Fig.I.10).

Comme nous l’avons mentionné, il existe une somatotopie claire au niveau du VPM, où
chaque vibrisse est représentée anatomiquement par un groupe d’environ 250 neurones groupés
en une unité cyto-architectonique distincte, portant le nom de barréloïde [267]. Chez la souris,
les barréloïdes ont une forme arquée, d’environ 70 µm de diamètre, avec leur axe principal
orienté selon l’axe antéro-dorso-médial à postéro-ventro-latéral [491]. Un barréloïde est divisé
en trois partie. La tête, située à la limite avec le POm reçoit les afférences des neurones multi-
vibrissaux du PrV. Le corps, partie la plus importante localisée dans le VPM dorso-médian,
véhicule les informations sensorielles mono-vibrissales du PrV, formant la voie lemniscale.
Enfin, la queue s’étend dans le VPM ventro-latéral et reçoit des afférences du SpVi, formant la
voie extra-lemniscale [90]. Chacune de ces régions est impliquée dans différentes voies parallèles
de transmission de l’information [233].
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De nombreuses études ont mis en évidence que les neurones du VPM impliqués dans la voie
lemniscale projettent en grande densité sur les tonneaux de la couche IV corticale (voir section
I.5.4) [288]. Ces afférences constituent la source majeure d’excitation des cellules excitatrices
corticales et elles activent aussi directement et puissament les interneurones GABAergiques
de la couche IV [238, 114]. Quelques neurones du VPM projettent aussi vers le cortex soma-
tosensoriel associatif (S2).

Les neurones de relais du VPM présentent une remarquable uniformité morphologique et
architecturale [90]. Typiquement, ces neurones ont un soma relativement large (environ 400
µm2) et des dendrites orientés de façon radiale. Les dendrites primaires sont épais et leurs
branches secondaires aboutissent généralement à quatre ou plus branches tertiaires touffues,
qui confèrent à ces neurones une apparence touffue. Les axones que les neurones de relais
envoient vers le cortex (avec des collatérales innervant le NRT au passage) sont épais, avec un
diamètre d’environ 1,5 à 3 µm. Ces neurones de relais sont glutamatergiques. Chez certaines
espèces (notamment chez le rat), on trouve également des interneurones GABAergiques au
sein du VPM ; cependant ces interneurones sont absents chez la souris [137].

Les neurones de relais présentent une caractéristique très particulière : ils possèdent deux
modes distincts d’activité (voir Fig.I.13). Lorsque la membrane est dépolarisée, ces neurones
génèrent des décharges soutenues de potentiels d’action sodiques : ce mode est appelé tonique.
Au contraire, lorsque la membrane est hyperpolarisée, ils génèrent des bouffées de potentiels
d’actions calciques, appelés bursts. Ce mode burst dépend de l’expression de canaux calciques
dépendants du voltage à bas seuil : les canaux Cav de type T (Table I.7, [120]). Ces bursts
calciques sont responsables d’une libération plus élevée du neurotransmetteur et induisent une
forte réponse postsynaptique.

Comme nous l’avons mentionné précédemment, les neurones du VPM projettent également
vers le NRT, qui exerce une rétroinhibition sur ces mêmes neurones de relais.

I.5.3.2 Le Noyau Réticulaire Thalamique (NRT)

Le NRT est le seul noyau thalamique composé exclusivement de neurones inhibiteurs GABAer-
giques. Il reçoit de nombreuses afférences en provenance du cortex, des noyaux thalamiques
et du tronc cérébral. Les collatérales d’axones CT et TC constituent les principales entrées
excitatrices des neurones réticulaires (I.11), les afférences CT étant majoritaires [392]. Les
amplitudes des PPSE engendrés par la stimulation d’une fibre CT sont approximativement
2 à 4 fois plus élevées dans le NRT que dans le VPM. Ces différences sont associées à une
expression plus importante de récepteurs AMPA au niveau des contacts synaptiques sur les
neurones réticulaires [194]. Ainsi, l’activation d’une fibre CT aboutira à une excitation plus
forte des neurones réticulaires par rapport aux neurones de relais, responsable d’une inhibition
thalamique importante [268].

Le NRT envoie des fibres GABAergiques vers l’ensemble des noyaux thalamiques de relais et
constitue la source exclusive d’inhibition du VPM chez la souris [394]. Ces neurones inhibiteurs
représentent 20 à 25 % de la population neuronale thalamique totale. Le NRT possède donc
un rôle majeur dans le contrôle de la boucle thalamo-corticale et dans l’ensemble des fonctions
du thalamus [201]. Il est d’ailleurs souvent considéré comme un "noeud actif" (hub en anglais)
au sein du thalamus [392].

Les neurones réticulaires sont très différents des neurones de relais du VPM et ne consti-
tuent pas une population neuronale homogène. Ils sont tous GABAergiques et présentent des
somas relativement larges, fusiformes, ou triangulaires, avec de longs dendrites disposés de
façon parallèle à la surface du thalamus dorsal, perpendiculaires aux fibres entrantes et sor-
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Figure I.13 – Potentiels d’action thalamiques distincts lors du mode tonique et du
mode burst.

Les potentiels d’action toniques n’impliquent que les canaux sodiques et potassiques dépendants du vol-

tage (courants INa et IK respectivement), alors que les bursts impliquent successivement les canaux HCN

(Hyperpolarization-activated Cyclic Nucleotide-gated, générant les courants Ih), les canaux Cav de type T (It),

les canaux Nav (INa), les canaux Cav de type L (IL) et finalement les canaux Kv (IK). D’après [501].

tantes du thalamus dorsal. L’arborisation dendritique diffère d’un secteur à l’autre [434]. Ces
neurones ont un axone fin qui, après avoir émis deux ou plus collatérales intra-NRT, entre
dans le thalamus dorsal où il se ramifie tout en conservant un certain degré de spécificité
topographique [394, 264].

Le rôle physiologique des connexions intra-NRT est encore discuté à l’heure actuelle, mais il
apparait clairement que ces connexions sont importantes pour distribuer l’inhibition et contrô-
ler l’excitabilité des neurones avoisinant et ainsi moduler plus globalement l’état d’excitabilité
du NRT. Cette inhibition intra-NRT freine l’apparition d’activités synchrones au sein du NRT
[449] (voir section I.6). De plus, ces circuits locaux de neurones réticulaires synaptiquement
connectés pourraient permettre de sélectionner les voies intra-thalamiques appropriées pour
différentes tâches motrices, sensorielles et cognitives [392]. Ces connexions peuvent aussi mé-
dier des modulations plurimodales des neurones du NRT lors de processus attentionnels [520].
Cependant, bien que 65 % des neurones réticulaires envoient des collatérales intra-NRT chez
le jeune rongeur, ces collatérales disparaissent lors de la maturation et seules 10 % persistent
chez l’adulte [392]. Ce phénomène résulte de l’élagage synaptique au cours du développement.

Une autre caractéristique du NRT est de présenter des synapses électriques formées par
la Connexine 36 (voir Fig.I.1, [269]). Les synapses électriques sont connues pour générer des



66 I. Introduction

activités synchrones au sein d’un réseau de neurones. Nous verrons plus loin que ces activi-
tés synchrones sont à l’origine des rythmes oscillatoires physio-pathologiques dans la boucle
thalamo-corticale. De par cette caractéristique, le NRT est donc particulièrement important
dans la génèse de ces oscillations. Les synapses électriques s’organisent sur un plan vertical
et coordonnent les activités rythmiques du sommeil ou des épilepsies, alors que les synapses
chimiques se trouvent plutôt sur un plan horizontal et modulent les informations sensorielles
[132].

Le NRT est divisé en plusieurs secteurs, chacun étant impliqué dans une fonction précise
(vision, toucher, audition, motricité, ou fonctions limbiques, [434]). Chaque secteur est connecté
topographiquement avec plusieurs noyaux thalamiques d’ordres primaire et secondaire ainsi
qu’avec plusieurs aires corticales, impliqués dans une modalité donnée [394]. Ces connexions
sont propres à chaque secteur. Ainsi, le NRT sert de lien par lequel différentes aires corticales
et noyaux thalamiques peuvent interagir, en modifiant la transmission thalamo-corticale via
les connexions inhibitrices formées par les neurones réticulaires sur les différents neurones de
relais [201]. Le NRT est donc un intégrateur spatio-temporel crucial des différentes modali-
tés sensorielles, aussi déterminant pour l’état de conscience [392]. La ségrégation spatiale des
projections axonales des neurones TC et CT au sein des divisions anatomo-fonctionnelles du
NRT illustre ici encore l’organisation principalement en parallèle du système TC, permet-
tant le transit simultané d’une multitude d’informations nerveuses, d’origines sensorielle et/ou
corticale.

L’étude électrophysiologique des neurones réticulaires est connue pour être particulièrement
difficile. Ces neurones sont en effet difficiles à repérer, ils présentent des réponses faibles et des
champs récepteurs assez variables. Cependant, plusieurs études in vivo ont pu démontrer que
le NRT des rongeurs est organisé en trois tiers. En commençant du bord thalamoréticulaire, les
neurones du tiers interne, médian et externe projettent respectivement dans le POm, le VPM
et le VPL [394, 392, 264]. Les neurones du POm, du VPM et du VPL projettent à leur tour
principalement vers le tiers interne, médian et externe du NRT respectivement [265]. Ainsi, les
enregistrements électrophysiologiques effectués dans le NRT, dans le cadre de cette thèse, se
situent au niveau du tiers médian, connecté réciproquement avec le VPM.

Tout comme les neurones de relais, les neurones réticulaires expriment des canaux calciques
à bas seuil, les Cav de type T (Table I.7). Ils peuvent donc présenter des décharges toniques
lorsque leur potentiel de membrane est suffisamment dépolarisé, ou au contraire des bursts
calciques quand leur potentiel de membrane est hyperpolarisé [120] (Fig.I.13). Nous revien-
drons sur cette caractéristique particulière dans la partie I.6 traitant des activités rythmiques
au sein du thalamus.

I.5.4 Le cortex somatosensoriel S1, ou cortex à tonneaux

Le cortex regroupe le néocortex (ou cortex cérébral), l’archicortex (l’hippocampe) et le cortex
cérébelleux (le cervelet). Le néocortex est la partie du cerveau la plus récente à l’échelle de
l’évolution. Chez les mammifères, le cortex cérébral est extrêmement complexe de par la mul-
titude de ses sous-populations neuronales et aires interconnectées. Chaque population présente
des caractéristiques d’innervation et un comportement électrophysiologique propre. De même,
chaque aire est généralement impliquée dans une fonction donnée [142]. Cependant, ces diffé-
rentes aires ne présentent pas de différences structurelles et leur fonction relève probablement
plutôt d’un pré-câblage.

Le cortex somatosensoriel se situe au niveau du lobe pariétal (Fig.I.9) [81]. Comme nous
l’avons vu précédemment, le cortex S1 est spécialisé dans l’intégration des informations sen-
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sorielles en provenance de la périphérie et permet une représentation corticale des différentes
parties du corps, notamment des vibrisses chez les rongeurs [513]. En plus des afférences tha-
lamiques formant les voies sensorielles, le cortex à tonneau reçoit également des afférences
modulatrices en provenance d’autres aires corticales (notamment l’aire primaire motrice vM1
et le cortex somatosensoriel secondaire) et du tronc cérébral (sérotonine, noradrénaline, dopa-
mine, acétylcholine).

Anatomiquement, le cortex cérébral constitue une fine couche à la surface des hémisphères
cérébraux. Son épaisseur est d’environ 2-4.5 mm, pour une superficie de 2.5 m2 chez l’homme
(il est extrêmement plissé de façon à augmenter sa surface dans un volume restreint), alors
qu’il est lisse et mesure 0.3-0.8 mm pour 25 cm2 chez la souris. La superficie du cortex est
globalement proportionnelle à la taille et aux capacités cognitives de l’espèce. Il se compose
de six couches, chacune comportant différentes classes de neurones et cellules gliales. Parmi
les neurones, environ 85 % sont excitateurs, le reste étant des interneurones inhibiteurs [131].
Chaque couche présente des afférences et des efférences spécifiques [482].

En plus des six couches, le cortex est organisé en colonnes : chaque colonne corticale
(comprenant les couches I-VI) forme une aire cyto-architectonique distincte [400]. Dans le
cortex S1, chaque colonne reçoit les informations provenant spécifiquement d’une seule vibrisse
(Fig.I.10). Ces colonnes sont facilement repérables sur des tranches de cerveau observées au
microscope : chaque tonneau au niveau de la couche IV délimite une colonne [7]. Chez la
souris, chaque colonne mesure environ 0,1 mm par 0.3-0.8 mm. Elle est composée de 6000
à 10000 neurones interconnectés et d’environ 10 millions de synapses provenant de circuits
locaux [142, 275].

Ainsi, la structure du cortex est une grille à deux dimensions, avec une disposition des
neurones d’une part en six couches horizontales et d’autre part en colonnes verticales.

I.5.4.1 Six couches corticales

Chaque couche corticale traite de façon spécifique l’information nerveuse et présente un profil
neuronal et fonctionnel propre. Par exemple, la couche I contient principalement des axones,
les couches II, III et VI des neurones dits pyramidaux. La démarcation entre les couches II
et III est difficile ; on parle donc classiquement de couche II/III. La couche IV est composée
principalement de neurones étoilés et la couche V de gros neurones pyramidaux. A priori, les
neurones de ces différentes couches jouent des rôles différents et, tous ensembles, constituent
l’algorithme utilisé par le cerveau.

De façon générale, la couche IV est le point d’entrée principal des informations au niveau
cortical (Fig.I.11). C’est donc dans cette couche que débute le traitement des informations
[143]. Les neurones de la couche IV relayent ensuite l’information vers la couche II/III et dans
une moindre mesure vers la couche V.

L’information est alors mise en relation avec d’autres entrées sensorielles. Dans le cas de la
somesthésie, cela inclut la représentation du mouvement des vibrisses (provenant du POm), la
planification motrice (provenant de l’aire vM1) et le contexte comportemental (des systèmes
neuromodulateurs). La convergence des signaux tactiles et des signaux de position des vibrisses
permet de décoder la localisation et l’identité de l’objet [123].

Les neurones de la couche II/III relayent à leur tour l’information vers les couches V et
VI. Les couches II/III, V et VI constituent les points de sortie principaux du néocortex :
leurs neurones envoient leurs axones dans différentes régions cérébrales et dans les colonnes
corticales voisines, permettant ainsi de distribuer et d’intégrer les informations sensorielles de
façon plus globale dans le SNC.



68 I. Introduction

Comme mentionné précédemment, on trouve dans la couche IV du cortex S1 des structures
cyto-architectoniques particulières appelées tonneaux, où projettent les afférences thalamo-
corticales. Chez le rongeur, chaque tonneau contient environ 4000 neurones [325]. Une diffé-
rence notable est que chez le rat, les tonneaux sont séparés par des septa, qui sont presque
inexistants chez la souris [503].

I.5.4.2 Trois grandes classes de neurones interconnectés dans la couche IV

Nous allons décrire plus précisément les sous-types neuronaux que l’on trouve dans la couche
IV, où aboutissent les terminaisons thalamiques étudiées dans le cadre de cette thèse. De façon
générale, la structure du cortex est très complexe. On y trouve un grand nombre de sous-types
de neurones excitateurs et inhibiteurs, et chaque cellule cérébrale est unique en certains aspects,
signifiant que l’on pourrait créer autant de catégories qu’il n’y a de neurones [20]. De quoi faire
tourner la tête quand on sait qu’il existe plus de 100 sous-types GABAergiques différents et
d’autant plus de neurones excitateurs.

On peut cependant regrouper ces neurones en trois grandes classes : la première classe,
les neurones excitateurs, regroupe tous les neurones glutamatergiques. Les seconde et troi-
sième classes comportent deux grands types d’interneurones GABAergiques, désignés selon
leurs propriétés électrophysiologiques. Lorsqu’on injecte intracellulairement du courant dans
les premiers, ils répondent en émettant des potentiels d’action rapides, de fréquence régulière
et élevée jusqu’à la fin du stimulus : ce sont les interneurones "Fast-Spiking" (ou FS). Les
seconds répondent avec des PA plus lents et réguliers, dont la fréquence décroit au fur et à
mesure de la stimulation (adaptation) : ce sont les interneurones "Regular-Spiking" (ou RS).
Malgré quelques différences subtiles, le profil de décharge des interneurones Regular-Spiking
est relativement similaire à celui des neurones excitateurs. Cet aspect sera développé dans la
partie II.3.

Localement, ces neurones forment des microcircuits corticaux intra- ou inter-laminaires,
où un neurone est connecté et rétrocontrôlé directement à la fois par des cellules excitatrices
et inhibitrices. De par cette rétroaction, ces circuits sont appelés récurrents [143]. Générale-
ment les neurones pyramidaux projettent sur de longues distances et les connexions locales
interlaminaires fournissent une excitation robuste et précise dans des microcircuits récurrents.
Les collatérales des axones excitateurs intracorticaux sont la source principale de l’excitation
corticale [483, 431].

Le nombre de neurones excitateurs est cinq fois supérieur à celui des inhibiteurs, ce ratio
pourrait donc générer une rétroaction positive instable. Cependant, grâce à ces connexions
récurrentes entre les neurones excitateurs et inhibiteurs, l’inhibition augmente proportionnel-
lement à l’excitation. Les deux forces opposées restent donc approximativement équilibrées.
Lorsqu’un stimulus thalamo-cortical atteint un neurone de la couche IV, il domine l’activité du
neurone en question, mais les circuits récurrents vont sélectivement amplifier ou inhiber cette
entrée sensorielle [142]. Le plus ancien et remarquable exemple d’amplification "sélective" est
la préférence d’orientation des neurones de la couche IV du cortex visuel chez le chat. Quand
ces neurones reçoivent des entrées thalamo-corticales monosynaptiques, ils peuvent amplifier
l’excitation générée par un stimulus présentant une orientation optimale, ou au contraire sup-
primer l’excitation générée par des stimuli non-optimaux [144].

Cette caractéristique d’excitation et d’inhibition, d’amplification ou d’atténuation et d’équi-
libre entre l’excitation et l’inhibition, sont les attributs fondamentaux des circuits corticaux
[142]. Cet arrangement est une caractéristique ancestrale de l’évolution du système nerveux et
pas seulement du néocortex, comme l’ont révélés les études de Sherrington sur les réflexes spi-
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naux. L’excitation et l’inhibition sont toujours en tandem et constituent un équilibre variable
qui contrôle le fonctionnement du SNC [435].

I.5.4.3 Neurones excitateurs

La couche IV du cortex à tonneau contient approximativement 85 % de neurones glutamater-
giques [275]. Ces neurones sont regroupés en forme d’anneau (formant les bords du tonneau),
chaque anneau entourant un cylindre pauvre en cellule (le creux du tonneau). Leurs dendrites
sont orientés vers l’intérieur du tonneau, sans s’étendre au-delà des bords [270]. Approximati-
vement un tiers des neurones excitateurs sont connectés au sein d’un même tonneau, alors que
la connectivité entre deux tonneaux voisins est plus limitée. Cela souligne le fonctionnement
indépendant de chaque tonneau de la couche IV [381].

Les neurones excitateurs du néocortex peuvent être subdivisés en trois groupes : les neu-
rones pyramidaux, les non-pyramidaux épineux et les non-pyramidaux non-épineux. Ces der-
niers ne sont pas représentés dans la couche IV. Les neurones pyramidaux et les non-pyramidaux
coexistent donc et présentent des réponses spécifiques aux mouvements d’une vibrisse [61].

Ils reçoivent 2000 à 20000 entrées synaptiques. Cependant, seul un nombre restreint de
synapses est actif en même temps. Les afférences thalamocorticales constituent la majorité de
ces synapses, le reste étant formé par des neurones intra-tonneau [262]. Les neurones excitateurs
forment 3 à 12 synapses pour innerver leurs cibles (principalement dans la couche IV et II/III
de la même colonne) [203, 483].

Les neurones non-pyramidaux épineux sont majoritaires dans la couche IV. Ils présentent
des axones courts et ont souvent une morphologie étoilée, pouvant se rapprocher de celle tri-
angulaire des neurones pyramidaux : ce sont les neurones épineux étoilés [293]. Ils reçoivent
principalement des synapses excitatrices ou inhibitrices provenant de neurones voisins du même
tonneau [421]. Les neurones pyramidaux quant à eux présentent des entrées excitatrices ad-
ditionnelles en provenance des tonneaux voisins. Comme pour les neurones épineux étoilés,
leur inhibition est contrôlée par des interneurones appartenant au même tonneau. Ainsi, les
neurones épineux étoilés agissent préférentiellement comme des processeurs des signaux lo-
caux, au sein d’un tonneau, alors que les cellules pyramidales intègrent plus globalement les
informations horizontales et verticales au sein d’une colonne et entre les tonneaux voisins.

I.5.4.4 Interneurones inhibiteurs : Fast-Spiking et Regular-Spiking

Approximativement 15 % des neurones du cortex à tonneau sont GABAergiques, non-épineux
ou faiblement épineux [275]. Ces interneurones ont diverses caractéristiques morphologiques
et fonctionnelles [304, 483]. Ils sont généralement impliqués dans les circuits locaux, car ils
innervent principalement des neurones au sein d’une colonne [398].

Deux classes d’interneurones coexistent dans la couche IV : ceux qui expriment la par-
valbumine (PV+), les Fast-Spiking (FS) et ceux qui expriment la somatostatine (SOM+), les
Regular-Spiking (RS) [80, 382, 454]. Tout comme les cellules excitatrices, ces interneurones
reçoivent des entrées monosynaptiques en provenance des neurones de relais thalamiques [5].

Parmi ces interneurones GABAergiques, la sous-classe majoritaire et la mieux définie est
celle des interneurones FS [454]. Dans le cortex murin, ces interneurones sont majoritaires dans
la couche IV. Un exemple cellulaire d’interneurones FS très représenté dans la couche IV est
la cellule en panier multipolaire (multipolar basket cell) ainsi que les cellules Chandeliers. De
même, citons les cellules de Martinotti et les cellules bitouffues (bitufted cells) comme exemple
d’interneurones RS [243].
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Les interneurones reçoivent seulement 200 à 1000 synapses (à cause de leur arborisation
dendritique simple). Ces synapses sont formées par des neurones intra-colonne, de colonnes
voisines et de régions cérébrales distantes. Dans la couche IV leurs entrées sont principalement
restreintes aux afférences thalamo-corticales et aux neurones intra-tonneau [203, 304, 483],
tout comme les neurones excitateurs. Ils répondent aux stimuli thalamo-corticaux avec une
efficacité nettement supérieure à celle des neurones excitateurs [398, 115]. Les interneurones
forment de nombreuses et de larges synapses sur leurs cellules cibles (plus de 30 synapses par
connexion) [203]. Ils présentent parfois des synapses électriques avec d’autres interneurones
[189].

Il a été proposé que les interneurones FS sont les principaux médiateurs de l’inhibition péri-
somatique dans le cortex, qui contrôle puissamment l’incidence, le profil et le décours temporel
des décharges des cellules excitatrices [398, 469]. Les synapses formées par les interneurones
RS sont plus distales au niveau dendritique et impacteraient de façon moindre l’excitabilité
neuronale. Ainsi, les caractéristiques de décharge, de réactivité aux entrées thalamo-corticales
et d’innervation font des interneurones FS les médiateurs primaires de la réponse inhibitrice en
aval (feedforward inhibition) des entrées TC au sein de la circuiterie [398, 33]. Les interneurones
FS sont innervés par les collatérales des neurones excitateurs de la couche IV ainsi que par
les autres interneurones FS locaux, mais moins fréquemment par les interneurones RS [454].
Les neurones FS sont capables d’induire des inhibitions disynaptiques en aval, mais également
de rétroinhiber les neurones glutamatergiques qui les innervent [33, 469]. Ils ont donc un rôle
prépondérant dans le contrôle de l’excitabilité corticale et un impact important sur l’activité
de la boucle thalamo-corticale.

D’un point de vue fonctionnel, la couche IV agit comme une porte inhibitrice pour les in-
formations sensorielles afférentes. Son mode de traitement de l’information est inhibiteur [396].
L’idée prévalente actuelle est que la convergence des afférences thalamiques activent efficace-
ment et rapidement les interneurones et dans une moindre mesure les neurones excitateurs de
la couche IV [398, 472]. In vivo, cette circuiterie nécessite donc une entrée thalamique forte et
synchrone pour échapper à l’inhibition [65]. Cela permet de ségréger l’information tactile et
d’ajuster finement le champ récepteur à l’espace correspondant dans la carte somatotopique
[328].

I.5.5 Adaptation de la boucle Thalamo-Corticale

Contrairement à celles du chat, les vibrisses de la souris sont mobiles et contrôlées active-
ment. Ainsi, lors d’une démarche exploratoire, le rongeur impose à ses vibrisses une oscillation
antéropostérieure de grande amplitude, à une fréquence comprise entre 5 et 10 Hz [77, 253].
Ce comportement oscillatoire appelé "whisking" bien que fréquent n’est cependant pas sys-
tématique : il intervient lors de la reconnaissance spatiale d’objets, en particulier suivant la
direction horizontale, direction du whisking [256]. Ces oscillations engendrent des phénomènes
de plasticité à court terme au niveau des réseaux thalamiques et corticaux, comme ceux décrits
dans la partie introductive I.1.7 : la dépression ou la facilitation synaptique.

Ainsi, lorsqu’on stimule une vibrisse de façon répétitive, la réponse corticale évoquée à par-
tir de la seconde stimulation sera plus faible que la réponse initiale [443]. Ce phénomène est
communément appelé "adaptation". Il correspond à une non-linéarité de l’intégration tempo-
relle de stimuli appliqués consécutivement. L’adaptation a été étudiée en détail dans le cortex
à tonneaux [181, 115, 494] et le thalamus [78, 94, 184, 488]. L’adaptation se met en place pour
des stimulations de 2 Hz et est considérée comme maximale aux alentours de 10-15 Hz.

Après des stimulations répétitives du système thalamo-cortical, on observe une dépression
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à court terme dans les synapses des neurones drivers, comme celles des neurones de relais
thalamiques qui projettent dans les tonneaux de la couche IV. Au contraire, on observe une fa-
cilitation à court terme dans les synapses des neurones modulateurs, comme celles des neurones
pyramidaux de la couche VI projetant vers le VPM et le NRT [401, 332]. Il en résulte donc une
diminution de la transmission de l’information sensorielle au niveau cortical (la perception du
stimulus est amoindrie), mais une augmentation de la modulation de ces informations. Cette
adaptation permet à la circuiterie de discriminer finement les nouveaux stimuli des stimuli
préalables, répétitifs et ainsi de réagir de façon appropriée à l’environnement. Imaginons par
exemple que l’on se trouve dans un environnement bruyant. Au début le bruit est insuppor-
table, mais rapidement on n’y prêtera plus attention. Nos voies auditives s’adaptent à ce bruit
soutenu. Par contre, si un nouveau stimulus sonore apparait dans l’environnement, nous l’en-
tendrons de façon distincte, car d’autres neurones seront sollicités et leur réponse ne sera pas
atténuée. La perception du nouveau bruit sera amplifiée par rapport au bruit de fond. Il en
est de même pour toutes les modalités sensorielles.

Des défauts de plasticité peuvent engendrer des activités anormales au sein du réseau TC.
Le rôle du récepteur mGlu7a dans l’induction de la plasticité à court terme a été étudié dans
le cadre de cette thèse (voir section I.7).

I.6 Rythmes physio-pathologiques du réseau Thalamo-Cortical

I.6.1 Oscillations du circuit Thalamo-Cortical pendant l’éveil

On peut examiner l’activité globale du réseau thalamo-cortical grâce à un électroencéphalo-
gramme (EEG), qui capte les activités électriques extracellulaires dans les différentes régions
cérébrales concernées. Le signal électrique recueilli correspond à l’activité d’un ensemble de
neurones situés à proximité des électrodes. Ainsi, plus le nombre de neurones actifs de façon
synchrone est grand, plus le signal extracellulaire recueilli est fort. Si cette forte activité est
rythmique et synchrone, on obtient des oscillations d’une ou de plusieurs régions cérébrales
interconnectées, comme c’est le cas pour le thalamus et le cortex. Les profils EEG de l’activité
de la boucle thalamo-corticale sont très différents selon l’état de vigilance, éveillé, ou endormi.

Lors de l’éveil, d’un état attentif ou d’une performance cognitive, les neurones de relais du
VPM sont sous l’influence excitatrice des afférences en provenance des centres de l’éveil du
tronc cérébral (notamment des noyaux mésopontins cholinergiques et de la formation réticulée
mésencéphalique, [461, 314]). Les neurones de relais sont donc dépolarisés et déchargent de
façon tonique (leurs canaux Cav de type T sont inactivés, voir Fig.I.13) en réponse aux activités
afférentes périphériques ou centrales. Dans cet état, les entrées inhibitrices des neurones du
NRT sont moins efficaces, servant seulement à accentuer le contraste entre les signaux relayés
au niveau cortical et le bruit de fond [455].

Ce mode tonique permet aux neurones du VPM de relayer de façon fidèle et efficace les
informations sensorielles au niveau du cortex à tonneaux, où elles seront traitées [431]. Les neu-
rones thalamiques présentent donc normalement une activité peu synchrone, durant laquelle
seul un nombre limité de neurones s’active simultanément. Cette activité thalamique étant
relayée au niveau du cortex à tonneau, on observe des rythmes similaires au niveau cortical.
Cela se manifeste sur l’EEG par des oscillations de fréquence élevée mais de faible amplitude
dans le réseau correspondant à des ondes α (8-12 Hz), ou à des ondes β (13-30 Hz) lors d’une
activité cérébrale plus soutenue [461]. On distingue aussi le rythme γ (30-80 Hz), dont la haute
fréquence reflète un dialogue entre différentes régions cérébrales, permettant à l’individu de
former un concept cohérent et conscient de son environnement [286].
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I.6.2 Oscillations du circuit Thalamo-Cortical pendant le sommeil

Lorsque l’influence des systèmes neuromodulateurs diffus du tronc cérébral diminue, la mem-
brane des neurones de relais s’hyperpolarise et induit le changement du mode de décharge des
neurones du VPM [461] : c’est l’endormissement. Les neurones de relais sont alors hyperpola-
risés. Cette hyperpolarisation induit la désinactivation des canaux Cav de type T et la génèse
de bursts calciques qui vont activer fortement les neurones du NRT [221].

Les neurones réticulaires expriment eux aussi des canaux de type T (voir Table I.7) et vont à
leur tour émettre des bursts calciques et libérer du GABA au niveau des neurones réticulaires
adjacents et des neurones de relais. Les synapses électriques des neurones réticulaires (voir
section I.5.3.2) favorisent l’activité synchrone de larges groupes de neurones au sein du NRT
[314, 132]. Remarquez que cette transition vers le mode burst peut aussi avoir lieu lors d’une
diminution du tonus excitateur, ou en présence de substances neuromodulatrices endogènes ou
exogènes [314, 78]. Cette forte influence inhibitrice va entraîner l’oscillation à basse fréquence
des neurones de relais [113, 145]. Dans cet état, les neurones de relais sont incapables de relayer
l’information sensorielle au cortex, d’où la perte totale de sensorialité lors du sommeil. Ainsi,
l’ouverture des canaux Ca2+ à bas seuil confère aux neurones thalamiques la capacité très
particulière de produire des PA alors qu’ils sont hyperpolarisés [315].

Ces oscillations sont distribuées et relayées au niveau cortical, jusqu’à ce que le réseau
tout entier oscille de façon synchrone [109, 108]. Elles sont renforcées par l’excitation répéti-
tive des neurones réticulaires, non-seulement via les collatérales des axones thalamo-corticaux,
mais aussi par les afférences corticales rétroactives provenant de la couches VI [221]. Cela
instaure des oscillations à basse fréquence de forte amplitude dans toute la boucle thalamo-
corticale caractéristiques de l’état d’endormissement. Ce sont les rythmes θ (3-8 Hz) ou δ
(0,5-3 Hz) selon les phases de sommeil [461]. Ces différentes phases sont appelées NREM pour
Non-Rapid Eye Movement, en opposition aux courtes phases de sommeil paradoxal à la fin
des cycles de sommeil qui se caractérisent par des mouvements oculaires rapides (REM pour
Rapid Eye Movement). Durant le sommeil REM, l’activité cérébrale est presque identique à
celle observée pendant l’éveil. C’est la phase de sommeil au cours de laquelle se produisent
les rêves dont on se souvient. Durant le sommeil NREM, les oscillations à ondes lentes (<
1 Hz) caractéristiques impliquent une communication entre le VPM, le NRT et le cortex
[457, 117]. Lors de ces ondes lentes, les neurones thalamiques et corticaux présentent des
bursts réguliers à ≈ 1 Hz, pendant lesquels on distingue les périodes de dépolarisation (pen-
dant lesquelles on a généralement des PA) et les périodes d’hyperpolarisation (sans décharges)
[458, 462]. Ces deux périodes sont actuellement référées sous l’appellation d’état UP (UP state)
et DOWN (DOWN state) respectivement. Les états UP et DOWN des neurones thalamiques
et des neurones corticaux présentent une forte corrélation temporelle [462]. Les oscillations
lentes présentent des périodes de fuseaux de sommeil et d’ondes δ lors des états UP et DOWN
respectivement, dans une préparation de cerveau isolé. Cependant, si on dissocie expérimen-
talement le thalamus du cortex et que l’on enregistre l’activité des neurones corticaux isolés
(in vitro, ou in vivo en lésant électrolytiquement le thalamus), on s’aperçoit que ces oscilla-
tions lentes persistent au niveau cortical, suggérant que ces états UP et DOWN sont générés
dans le néocortex [458, 462]. En effet, la nature hautement interconnectée du cortex cérébral
lui permet aussi de générer des activités rythmiques spontanées [316, 456, 221]. Lors des états
UP, ressemblants aux états observés lors de l’éveil [459], les neurones corticaux génèrent une
activité rythmique autonome de fréquence γ. Ces rythmes sont supportés par les circuits ré-
currents entre les neurones excitateurs et les interneurones inhibiteurs (voir la partie I.5.4.2),
notamment les cellules pyramidales et les interneurones FS respectivement [486, 209].
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Figure I.14 – Représentation schématique des activités électrophysiologiques tha-
lamiques en conditions physio-pathologiques.

En condition physiologique (eurythmie), il existe un équilibre entre les deux modes de décharge des neurones

thalamiques : tonique pendant l’éveil et burst pendant le sommeil. Si le mode burst s’active de façon anormale

lors de l’éveil (dysrythmie), cela peut induire des crises d’absence. Modifié de [501].

Ainsi, le thalamus et le cortex sont tout deux capables de générer des rythmes oscillatoires
autonomes. Les nombreuses connexions réciproques assurent une forte synchronisation de leurs
activités [456, 221].

I.6.3 Oscillations pathologiques : épilepsie de type Absence

I.6.3.1 Généralités

Des pathologies peuvent apparaître lorsque les activités des régions thalamiques et corticales
sont anormales. C’est le cas des épilepsies de type absence, caractérisées par des oscillations
lentes et synchrones de la boucle thalamo-corticale [456, 221]. Ces oscillations, similaires à
celles observées lors du sommeil [32], apparaissent de façon anormale pendant la journée. Lors
du sommeil elles coïncident temporellement avec les fuseaux de sommeil (Fig.I.14, [277]).

L’épilepsie de type absence est une épilepsie idiopathique, généralisée et non-convulsive,
dont l’étiologie génétique est multifactorielle [119]. Les oscillations, ou Dépolarisations en
Pointe-Onde (DPO ; spike-and-wave discharges ou SWD en anglais), sont accompagnées d’un
arrêt comportemental et d’une suspension de la conscience de plusieurs secondes [154, 119].
Contrairement aux crises convulsives, les crises absences ne s’accompagnet pas de signes mo-
teurs et sont difficiles à détecter. Sur l’EEG, elles sont reflétées par des DPO synchrones et
bilatérales du cortex à environ 3 Hz chez l’homme. Les épilepsies absences infantiles com-
mencent à 5-6 ans et disparaissent généralement à l’adolescence. Cette pathologie représente



74 I. Introduction

environ 5 à 10 % des épilepsies de l’enfance. Les crises absence peuvent subvenir plus d’une
centaine de fois par jour [154, 119, 168], ce qui perturbe la vie sociale, scolaire et l’apprentis-
sage chez l’enfant atteint de cette pathologie, pouvant engendrer des problèmes socio-culturels
importants.

De façon générale, les crises épileptiques sont induites par des réseaux hyperexcitables
[316, 463, 221]. Les traitements des épilepsies convulsives visent généralement à rétablir la
balance excitation/inhibition, notamment en augmentant la transmission GABAergique [316].
Par contre, l’épilepsie absence résulte directement ou indirectement d’une sur-inhibition tha-
lamique aboutissant au mode burst caractéristique et à une perte de contrôle tonique des
neurones thalamiques. L’inhibition doit donc être finement régulée pour conserver un fonction-
nement tonique de ces neurones [221]. Les crises d’absence sont inhibées par le valproate (inhibe
la GABA transaminase), l’éthosuximide (inhibe notamment les Cav de type T ; traitement ac-
tuel principal), les antagonistes du récepteur GABAB et sont aggravées par la carbamazépine
(inhibe les Nav) [118].

I.6.3.2 Mécanismes cellulaires des crises d’absence

Le petit nombre de médicaments sur le marché reflète le manque de connaissance des acteurs
moléculaires et cellulaires précis sur lesquels il serait possible d’agir. La compréhension des
mécanismes cellulaires qui sous-tendent aux crises d’absence s’avère difficile de par la com-
plexité de la circuiterie et des comportements individuels de ses composants. Chez l’homme,
les nombreuses études génétiques ont tenté d’identifier des candidats moléculaires pouvant in-
duire ces crises, mais ont été peu concluantes [119, 517]. Plusieurs polymorphismes associés à
l’épilepsie absence ont été trouvés notamment au niveau des récepteurs GABAA et des canaux
Cav (voir Table I.9). Des loci induisant une susceptibilité aux épilepsies absence ont également
été trouvés parmi les récepteurs acéthylcholinergiques et opioïdes, ainsi que parmi certaines
protéines autres que des canaux ioniques. Certaines mutations induisent des phénotytpes addi-
tionnels aux épilepsies absence, comme par exemple des ataxies ou encore des crises d’épilepsie
myocloniques.

La localisation exacte des sites d’initiation des crises reste encore débattue. Quatre théories
principales sur la patho-physiologie des crises d’absence ont été proposées [320]. La première
est la théorie "centrencéphalique" proposée en 1954 [377], suggérant que les crises prenaient
leur origine dans la ligne médiane thalamique, au niveau d’un un pacemaker profond projetant
de façon diffuse dans les deux hémisphères. Ce concept fût redéfini en 1991 avec la théorie
d’"horloge thalamique" [69], établie sur le fait que le NRT contient des cellules pacemakers
qui imposent leur rythme au cortex. La théorie "cortico-réticulaire" quant à elle, proposée en
1968 [191], associe les DPO aux mécanismes impliqués dans la génèse des fuseaux de sommeil.
Les oscillations rythmiques du thalamus sont transformées en DPO quand le cortex est hyper-
excitable. En 2002, une étude à confirmé dans un modèle épileptique de rat que l’intégralité
du réseau thalamo-cortical est requis pour générer les DPO [321]. Le foyer se situe dans la
région périorale du cortex S1. La crise se propage alors à travers le cortex. Durant le premier
cycle de la crise le cortex dirige le thalamus, alors que par la suite le cortex et le thalamus
entretiennent mutuellement les DPO, amplifiant et maintenant la rythmicité des décharges.
Ainsi, cette théorie du "foyer cortical" (Cortical focus theory) fait le lien entre les théories cor-
ticales et thalamiques [320]. Cependant, il est impossible de vérifier si le foyer cortical résulte
d’une activité anormale de quelques neurones thalamiques, non détectable avec les techniques
actuelles.

Depuis, de nombreuses études ont mis en évidence la similarité des oscillations liées aux
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Table I.9 – Polymorphismes associés à l’épilepsie absence chez l’homme.

Gène Protéine
Autres affectations
neurologiques
associées

Effet fonctionnel de la
mutation

GABRG2
Sous-unité γ2 du
récepteur GABAA

Crises fébriles
↓ courant GABAA ; probable

protéine tronquée

GABRA1
Sous-unité α1 du
récepteur GABAA

Pas de courant GABAA

GABRB3
Sous-unité β3 du
récepteur GABAA

↓ niveau transcriptionnel du
gène GABRB3 ; altérations de
la maturation protéique, la
topologie, l’assemblage et la
localisation subcellulaire du

récepteur GABAA

CACNA1A
Sous-unité α1A du Cav

P/Q
Ataxie

↓ courant Ca2+ ; ↓ fonction des
canaux Ca2+

CACNA1G
Sous-unité α1G des

canaux LVA

Cas sporadiques
d’épilepsie myoclonique

juvénile

↑ courant Ca2+ et cinétiques
d’inactivation rapides, ou pas
d’altérations selon les cas

CACNA1H
Sous-unité α1H des

canaux LVA

↑ activité des canaux de type T ;
probables modifications de la

transcription et de la
phosphorylation des canaux

CACNG3
Sous-unité γ3 des canaux

Cav

CHRNA4 Sous-unité α4 du nAchR

OPRM1
Sous-unité µ du récepteur

opioïde1

ME2 Enzyme malique 2
Crises généralisées
tonico-cloniques

Glud1
Glutamate

déshydrogénase

Epilepsie absence
myoclonique ; syndrôme
d’hyperinsulinisme et
d’hyperammoniémie

↓ niveau de GABA

JRK/JH8 Homologue de Jerky
Epilepsie myoclonique

juvénile

LGI4
Gliome inactivé riche en

leucine 4

SLC2A1
Transporteur du glucose

Glut1
↑ transport du glucose

INHA Sous-unité α inhibine
Canaux LVA, canaux à bas seuil d’activation (Low Voltage Activated) ; nAchR, récepteur nicotinique de

l’acéthylcholine. D’après [119] et [517].



76 I. Introduction

fuseaux de sommeil et celles liées aux crises d’absence. Il fût donc proposé que les DPO
correspondent à une "perversion" des processus à l’origine des fuseaux de sommeil au niveau
du thalamus et du cortex [314]. Depuis ces vingt dernières années, de nombreux travaux ont
largement étayé cette hypothèse, en particulier les études in vitro ou in vivo des oscillations
thalamiques après des manipulations pharmacologiques ou génétiques des récepteurs du GABA
[449, 478, 277], du glutamate [85, 447, 346] et des canaux Ca2+ [438, 501].

Ces trois acteurs clés (le glutamate, le GABA et le Ca2+) contrôlent collectivement l’ex-
citabilité neuronale. Comme on a pu le voir dans les premières parties de ce manuscrit, leurs
voies de signalisation sont en tout point et en tout temps liées. Si l’un de ces protagonistes
fonctionne anormalement, cela se répercute sur les deux autres, perturbant globalement le ré-
seau thalamo-cortical [32, 277]. Ainsi, tout les éléments capables de favoriser la transition vers
le mode burst avec la génèse d’activités TC synchrones sont susceptibles d’induire des crises
d’absences.

I.6.3.3 Modèles murins d’épilepsie absence et souris KI mGlu7AAA

Plusieurs animaux mutés génétiquement décrits dans la Table I.10 ont permis de révéler des
mécanismes moléculaires et cellulaires sous-tendant aux crises d’absence [119]. Ces modèles
animaux présentent quelques différences par rapport à l’homme, que ce soit au niveau des
sites d’initiation, de l’âge d’apparition des crises, ou encore des rythmes générés durant les
oscillations. De plus la pathologie disparait généralement à la puberté chez l’homme, alors
qu’elle persiste chez la souris.

Les profils des DPO des rats GAERS (Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg,
[126]) et WAG/Rij (Wistar albino Glaxo from Rijswijk, [97]) ont été très étudiés. Ces modèles
résultent de mutations multigéniques spontanées : le rôle individuel des acteurs moléculaires
est donc plus difficiles à décrypter. Leurs manifestations EEG et comportementales sont rela-
tivement similaires à celles des absences typiques [320]. Ces caractéristiques, combinées au fait
que ces crises sont spontanées, associées avec un arrêt comportemental et répondent aux traite-
ments anti-absence [126, 97] en font de bons modèles pour l’étude des épilepsies absences. Les
principales différences avec l’homme sont une fréquence supérieure des oscillations (≈6 Hz vs. 3
Hz), l’apparition tardive et persistante des crises et certaines composantes comportementales.

Certaines mutations génétiques trouvées chez des patients atteints d’épilepsie absence et
ont été reproduites chez la souris. Ces mutations affectent notamment différentes sous-unités
des canaux Cav, des récepteurs GABAA, des canaux HCN2 ou encore des canaux Nav. Seul
un petit nombre de mutations (récapitulées dans la Table I.10) induisait des DPO typiques
et spontanées des épilepsies absence chez ces modèles. Les souris mutantes sont de bons in-
dicateurs des processus pathologiques de l’épilepsie absence, bien que leurs DPO aient pour
la plupart une fréquence plus élevée que celles de l’homme (Table I.10). Mis à part les souris
mutantes pour la sous-unité γ2 du récepteur GABAA, tous les autres mutants présentent des
manifestations neurologiques et neuropathologiques supplémentaires, notamment des déficits
ataxiques et des anomalies cérébelleuses [119]. Ils constituent donc de bons modèles d’ataxie,
présentant de surcroît les DPO caractéristiques des absences. L’apparition tardive des crises
chez la souris adulte fait opposition à l’apparition durant l’enfance chez l’homme. Cela peut
s’expliquer par la maturation des réseaux neuronaux qui est propre aux deux espèces. Le phé-
notype absence de ces souris est aboli par l’éthosuximide, un médicament utilisé classiquement
contre les crises absences chez les patients [118].
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Table I.10 – Altérations génétiques et phénotypiques des modèles animaux d’épilepsie absence.

Modèle
Fréquence et
durée des
DPO

Ontogénèse
des signes
ictaux

Anomalies neuropathologiques et
comportementales

Chromosome et
gène/protéine

Effet de la protéine
mutante

Rat GAERS 7-11 Hz ; 0.5-75s >30 jours
Altérations astrocytaires ; gain de fonction des canaux

Cav 3.2

Rat WAG/Rj
7-11 Hz ; 1-45 s ;
rares DPO à 6

Hz
>75 jours

Gain de fonction des canaux Cav 3.1 ; ↓ expression et
fonction des récepteurs GABAB

Rat HVS :
Fisher 344,

Brown Norway

7 Hz, 8 Hz
(mâles)

Mouvements myocloniques

Souris Tottering 6-7 Hz ; 0.3-10 s >30 jours
Innervation noradrénergique ; dégénérescence

cérébelleuse ; ataxie modérée/sévère ; dystonie ; rares
mouvements tonico-cloniques

Ch 8 ; sous-unité α1 du
canal Ca2+ P/Q

Baisse des courants
Ca2+ P/Q dans les
cellules de Purkinje

Souris
Léthargique

5-6 Hz ; 0.6-5 s >3 semaines
Ataxie et perte de coordination motrice ; myoclonus

focaux
Ch 2 ; sous-unité β4 du

canal Ca2+

Souris Stargazer 6 Hz >2 semaines
Ataxie ; trouble des fonctions vestibulaires ;

augmentation du sprouting des fibres moussues
hippocampiques

Ch 15 ; sous-unité γ2
du canal Ca2+

Modification de la
dépendance au voltage
des canaux Ca2+ P/Q

Souris Mocha2j 6 Hz Hyperactivité
Ch 10 ; complexe

adaptator-like protein
(AP-3)

Souris Slow-
wave-epilepsy

3-4.5 Hz
Dépend du

fond
génétique

Ataxie ; crises tonico-cloniques ; neurodégénérescence
des noyaux cérébelleux, vestibulaires et cochléaires

Ch 4 ; échangeur
Na+/H+ (Nhe1)

Souris Ducky 6 Hz
Ataxie ; dyskinésie paroxymale ; dysgénèse du cervelet
et de la corde épinière ; altération de la morphologie

des cellules de Purkinje

Ch 9 ; sous-unité α2δ2
du canal Ca2+ HVA

Perte de fonction de la
sous-unité α2δ2

Souris GABAA

γ2 (R34Q)
5-8 Hz

< 2
semaines

Ch 11 ; sous-unité γ2
du récepteur GABAA

Baisse de l’expression
surfacique du récepteur

GABAA

Souris
GABRB3−/−

DPO atypiques < 2 mois
Crises myocloniques ; troubles de la cognition et de la

coordination motrice
Ch 15 ; sous-unité β3
du récepteur GABAA

Baisse des courants
GABAA

Souris
GRIA4−/−

6-7 Hz Hyperactivité ; baisse de la nociception thermique
Ch 9 ; sous-unité α4 du

récepteur AMPA
Perte de fonction de la

sous-unité α4

Souris
HCN2−/−

5 Hz
Baisse de l’activité locomotrice ; augmentation de

l’activité des canaux Cav de type T

Ch 10 ; canal K+/Na+

activé par
l’hyperpolarisation et

bloqué par les
nucléotides cycliques

Perte de fonction du
canal Hcn2

Souris
SCN8A−/−

7-9 Hz Ataxie ; troubles locomoteurs Ch 15 ; canal Nav 1.6
Perte de fonction du

canal sodique

Souris KI
mGlu7AAA 6-7 Hz

>5
semaines

Déficits de mémoire de travail spatiale ; voir
résultats de la thèse

Ch 3 ; motif de
liaison du domaine
PDZ de mGlu7a

Voir résultats de la
thèse
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De façon générale, ces mutations aboutissent in fine directement ou indirectement à l’aug-
mentation des courants calciques de type T des neurones du NRT et du VPM et à la suscepti-
bilité d’induire le mode burst dans ces neurones [120]. De plus, l’inhibition intra-NRT formée
par les collatérales des neurones du NRT eux-mêmes est cruciale pour contrôler l’excitabilité
thalamique. Le blocage de cette inhibition intra-NRT induit des décharges hypersynchrones
au sein du NRT d’environ 3 Hz [132, 32], similaires aux DPO observées chez l’homme [314].
Dans les modèles génétiques, l’inhibition phasique GABAA est soit identique soit augmentée,
alors que l’augmentation de l’inhibition tonique via les récepteurs GABAA extrasynaptiques
est toujours observée, à la fois dans les modèles génétiques et pharmacologiques [110, 116]. De
plus, la diminution des courants CT dans les neurones réticulaires chez les souris déficientes
en la sous-unité GluR4 AMPAergique induisent une perte spécifique des inhibitions en aval
CT → NRT → VPM, qui augmente l’excitabilité des synapses CT → VPM et l’initiation de
réseaux oscillatoires dans le thalamus via la voie CT → VPM → NRT [373].

Il est intéressant de remarquer que certaines mutations confèrent, au contraire, une résis-
tance aux absences. C’est le cas de certaines mutations qui inactivent les canaux Cav de type
T chez la souris CACNA1G−/− [248], ou encore chez la souris knock-out pour le récepteur
mGlu4 [447].

Contrairement aux différents modèles de souris que nous avons évoqués précédemment
(créés à partir de mutations humaines), les souris KI mGlu7AAA ont été générées pour étudier
le rôle physiologique de l’interaction entre le récepteur mGlu7 et sa protéine d’échafaudage,
PICK1, in vivo chez la souris [41]. Les auteurs ont démontré que le découplage physique du
récepteur mGlu7a et PICK1 provoque un arrêt locomoteur, des clonies des paupières et un
tremblement des vibrisses. L’EEG de ces animaux montre des décharges corticales bilatérales
de 6 à 7 Hz, synchrones et de courte durée, semblables à celles observées chez les rats GAERS
et WAG/Rij. Ces crises sont inhibées par le valproate, l’éthosuximide, les antagonistes GABAB

et aggravées par la carbamazépine. Ces caractéristiques cliniques et pharmacologiquees sont
typiques des épilepsies de type absence. Chez la souris mutée ces crises spontanées d’absence
apparaissent dès la cinquième semaine post-natale [41, 524] et s’accompagnent de déficits de
la mémoire de travail spatiale [524], sans autre signe d’altération neurologique notoire.

De façon similaire, les souris KO pour PICK1 présentent des crises aggravées par la car-
bamazépine, mais leur phénotype est plus complexe probablement à cause de l’implication de
PICK1 dans la régulation d’autres récepteurs (le récepteur AMPA par exemple) [50, 8]. Les
souris KO mGlu7−/− présentent une susceptibilité aux convulsivants et peuvent développer
des convulsions de type épileptique, mais aucune crise d’absence spontanée n’a encore été
décrite chez ce modèle (voir section I.3.4, [415]).

Ainsi, la séparation du complexe mGlu7a-PICK1 est suffisante pour induire les crises de
type absence. Les souris mutantes ont l’avantage de présenter un phénotype simple d’absence,
qui n’est pas associé à d’autres altérations neurobiologiques comme chez les autres modèles
murins. Cela suggère que la mutation affecte principalement le fonctionnement de la boucle
thalamo-corticale. Ce modèle est donc adéquate pour l’étude du rôle du complexe mGlu7a-
PICK1 dans le réseau thalamo-cortical, qui fait l’objet de cette thèse.

I.7 Objectifs de la thèse

Comme nous l’avons vu dans la partie I.3, la fonction et l’expression du récepteur mGlu7 restent
encore à l’heure actuelle peu connues. Le consensus actuel est d’attribuer un rôle de "filtre
passe-bas" au récepteur mGlu7 lors d’activités synaptiques à haute fréquence, notamment de
par sa faible affinité pour le glutamate (voir I.3.3). Cependant, les phénotypes forts observés
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chez les souris mutantes pour ce récepteur nous ont amenés à émettre l’hypothèse d’un rôle
plus vaste du récepteur mGlu7 dans la modulation du fonctionnement neuronal.

Les objectifs de ma thèse sont :

• De comprendre l’impact du complexe mGlu7a-PICK1 sur les oscillations thalamo-corticales
par des approches électrophysiologiques in vitro et in vivo.

• De déterminer les fonctions synaptiques du complexe mGlu7a-PICK1 notamment sur
la neurotransmission, la plasticité à court terme et l’activité spontanée des neurones
thalamiques glutamatergiques et GABAergiques grâce à la technique du Patch-Clamp
parfois combinée à l’optogénétique.

• De déterminer une éventuelle activité constitutive du récepteur en effectuant des mesures
de signalisation intracellulaire et des enregistrements électrophysiologiques in vitro et
in vivo.

• De corréler la modulation des activités thalamo-corticales par le complexe mGlu7a-
PICK1 à des effets comportementaux.

Les résultats que nous avons obtenus contribuent d’une part à mieux comprendre les fonc-
tions physiologiques du complexe mGlu7a-PICK1 et d’autre part à caractériser les défauts
thalamo-corticaux liés aux épilepsies absence chez la souris KI mGlu7AAA.

Ce travail fait l’objet d’un article en préparation.
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II.1 Localisation du récepteur mGlu7 dans la boucle thalamo-
corticale

II.1.1 Objectifs de l’étude

Cette étude s’attache à établir les fonctions synaptiques du récepteur mGlu7, permettant de
déterminer indirectement sa localisation dans le circuit thalamo-cortical. Cependant nous avons
tout d’abord voulu étudier l’expression du récepteur dans ce circuit par immunohistochimie.

Peu d’équipes ont réussi à obtenir un marquage fiable du récepteur mGlu7 dans le SNC.
Les anticorps utilisés ont été produits par ces mêmes équipes et jusqu’à récemment peu étaient
disponibles sur le marché. Au niveau de la boucle thalamo-corticale, Kinoshita et al. et Bradley
et al. ont montré que, chez le rongeur, les niveaux protéiques de mGlu7a sont élevés dans le
noyau réticulaire thalamique (NRT), mais sont rarement détectés dans le noyau ventro-postéro-
médian (VPM). Dans les régions néocorticales, l’immunomarquage du récepteur mGlu7a est
intense dans la couche I corticale, modéré dans les couches II, III et V et faible dans les
couches IV et VI (Table I.6, [249, 58]). L’expression précise du récepteur mGlu7 dans les
différents sous-types cellulaires reste cependant largement inconnue.

L’objectif de cette partie est d’établir une cartographie précise de l’expression du récepteur
mGlu7 dans les différentes populations neuronales constituant la boucle thalamo-corticale. Ce
travail est réalisé en collaboration avec Benoît Girard (étudiant en Master 2). Pour cela, nous
avons tout d’abord testé différents anticorps commercialisés ainsi que 3 anticorps produits par
le laboratoire de Salah El Mestikawy (Universités de McGill, Canada et de Pierre et Marie
Curie, Paris). Nous avons vérifié la spécificité de ces anticorps pour le récepteur mGlu7a en
analysant les marquages obtenus dans des cellules HEK293 transfectées avec les mGluRs du
groupe III (récepteurs mGlu4, 7 et 8). Nous obtiendrons prochainement une souris KO−/−

qui nous permettra de vérifier la spécifité des anticorps et ainsi de valider la colocalisation
du récepteur mGlu7 avec différents marqueurs neuronaux et synaptiques sur des tranches
thalamo-corticales. Bien que préliminaires, ces résultats semblent cohérents avec les données
électrophysiologiques présentées dans la section II.3.

II.1.2 Matériel et méthodes

II.1.2.1 Génotypage des souris mGlu7AAA

La génération et la caractérisation des souris mutantes est décrite ailleurs (souris KI mGluR7a-
AAA, Laboratoire de H. Betz, Max Planck Institut, Frankfort, [524]). La progéniture hétérozy-
gote a été élevée pour générer des souris homozygotes sauvage (WT) mGlu7+/+, hétérozygotes
mGlu7+/− et KI mGlu7AAA/AAA. La présence de la mutation a été confirmée par séquençage
d’ADN. L’extraction de l’ADN des bouts de queue des souris a été réalisée en chauffant 100 µl
de tampon de lyse ADN 1x (NaOH 2.5 mM + EDTA 0.02 mM) à 90◦C pendant 20 min. Puis
100 µl de tampon neutralisant ADN 1x (Tris-HCl 0.8 mM) était ajouté au mix précédent.

L’amplification de l’ADN a été réalisée par PCR (Polymerase Chain Reaction) en utilisant
le mix suivant (pour 1 tube) : 2 µl d’ADN extrait, 2 µl KIS 2.5 mM, 2 µl KIAS 2.5 mM, 4
µl dNTP 2 mM, 2 µl Tp 10x, 1 µl Pfu Polymerase, 7 µl H2O. Le programme PCR est : 94◦C
pendant 2 min, 94◦C pendant 30 s, 60◦C pendant 30 s, 72◦C pendant 1 min, 72◦C pendant 10
min (les étapes 2-4 sont répétées 30 fois consécutives).

Les produits PCR ont ensuite été séparés par électrophorèse et révélés (gel d’agarose 2
% avec TAE 1x et 5 µl BET ; mix pour 1 puit : 20 µl de produit PCR + 2 µl loader 10x ;
mix pour le puit contrôle : 6 µl 100 bp ladder + 14 µl H2O). Le fragment contenant le gène
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du récepteur mGlu7 sauvage fait 296 bp, au lieu de 360 bp pour le gène KI mGlu7AAA. Les
animaux mâles et femelles homozygotes +/+ ou AAA/AAA ont été conservés et utilisés pour
amplifier la lignée. Après quelques générations, les progénitures homozygotes WT et KI ont
été utilisées pour l’expérimentation.

II.1.2.2 Anticorps et co-marquages

Les différents anticorps testés ainsi que les conditions sont présentées dans trois tables récapi-
tulant :

• les différents anticorps anti-mGlu7 testés (Table II.1) ;

• les marqueurs synaptiques et neuronaux utilisés pour déterminer la localisation du ré-
cepteur mGlu7 dans les différentes populations neuronales de la boucle thalamo-corticale
(Table II.2) ;

• les co-marquages (en cours, Table II.3) qui seront utilisés pour compléter les résultats
électrophysiologiques obtenus (voir partie II.3) et valider l’expression du récepteur mGlu7
dans les synapses thalamo-corticales.
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Table II.1 – Anticorps anti-mGlu7a : conditions expérimentales.

Anticorps
anti-mGlu7a

Références Concentrations testées
Conditions
testées

Anticorps produits chez le lapin

L1B3 (S. El Mestikawy) 1 :100, 1 :250, 1 :600, 1 :1000 HEK, tranches

L2B3 (S. El Mestikawy) 1 :100, 1 :250, 1 :600, 1 :1000 HEK, tranches

L2B3 purifié (S. El Mestikawy) 1 :100, 1 :250, 1 :600, 1 :1000

HEK, tranches ;
démasquage Ag,
1 :500 et 1 :10000
amplification

L3B3 (S. El Mestikawy)
1 :100, 1 :250, 1 :500, 1 :600,

1 :1000, 1 :10000

HEK, tranches ;
démasquage Ag,
1 :500 et 1 :10000
amplification

Anticorps commerciaux

Rabbit Ct
Sigma-Aldrich
[SAB4501325]

1 :100, 1 :250, 1 :500, 1 :600,
1 :1000, 1 :10000

HEK, tranches ;
démasquage Ag,
1 :500 et 1 :10000
amplification

Rabbit ND
Millipore (Chemicon
[AB9213] ; Upstate

[07-239])
1 :100, 1 :250, 1 :600, 1 :1000 HEK, tranches

Goat int.
Sigma-Aldrich
[SAB2501227]

1 :100, 1 :250, 1 :600, 1 :1000 HEK, tranches

MAB 1/28 [490] 1 :100, 1 :250, 1 :600, 1 :1000 HEK, tranches

Abréviations : L1-2-3B3, Ac obtenus à la troisième saignée des lapins 1, 2 et 3 respectivement ; Rabbit Ct,

Rabbit ND et MAB 1/28, Ac produits chez le lapin visant les parties C-terminales du récepteur mGlu7a ; Goat

int., Ac produit chez la chèvre visant la partie N-terminale du récepteur mGlu7a.
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Table II.2 – Marqueurs synaptiques et neuronaux de la boucle thalamo-corticale.

Anticorps
primaires

Références
AcI

Concentration
AcI

Anticorps
secondaires

(âne)

Références
AcII

Fluorophore

Marquage de mGlu7a

L3B3
(S. El

Mestikawy)
1 :10000

Rabbit Ct
Sigma-
Aldrich

[SAB4501325]
1 :10000

anti-lapin
couplé à la

biotine 1 :500
(+ Avidine
1 :200)

Jackson
ImmunoResearch
[711-066-152]

Texas Red
(orange)

Marqueurs présynaptiques

V-GluT1
(présynapses
corticales)

Sy Sy
[135-511]

1 :1000

V-GluT2
(présynapses
thalamiques)

Abcam
[ab79157]

1 :1000

GAD65
(présynapses
GABAer-
giques)

Chemicon
[MAB351R]

1 :1000

anti-souris
1 :1000

Jackson
ImmunoResearch
[715-155-150]

AlexaFluor
488 (vert)

Marqueurs somatiques

Parvalbumine
(PV ; IN FS)

Swant
[PVG214]

1 :1000
anti-chèvre
1 :1000

Jackson
ImmunoResearch
[705-175-147]

AlexaFluor
405 (bleu)

Somatostatine
(SOM ; IN

RS)

Chemicon
[MAB354]

1 :500
anti-rat
1 :1000

Jackson
ImmunoResearch
[712-175-153] ou
[705-175-147]

Cy5 (rouge)
ou

AlexaFluor
405 (bleu)

L-Glutamate
(Neurones
excitateurs)

Abcam
[ab62668]

1 :1000
anti-poulet
1 :1500

Jackson
ImmunoResearch
[703-175-155]

Cy5 (rouge)

Les marqueurs présynaptiques permettent de distinguer les présynapses glutamatergiques en provenance du

cortex (en ciblant le transporteur vésiculaire du glutamate V-GluT1) ou en provenance du VPM (en ciblant

V-GluT2) et les synapses GABAergiques des neurones réticulaires et des interneurones Fast-Spiking (IN FS) et

Regular-Spiking (IN RS) corticaux (avec la glutamate décarboxylase 65 kDa, GAD65). Les marqueurs soma-

tiques marquent sélectivement les interneurones FS (exprimant la parvalbumine), les interneurones RS (expri-

mant la somatostatine) et les neurones excitateurs thalamiques et corticaux (exprimant le L-Glutamate).
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Table II.3 –Co-marquages utilisés pour localiser le récepteur mGlu7 dans la boucle
thalamo-corticale.

Co-marquages Synapses étudiées

mGlu7a, V-GluT1, PV, L-Glu
Exc → FS (LIV, II/III, VI)

VI → NRT, VPM

mGlu7a, GAD65, PV, L-Glu
NRT → NRT, VPM

FS/RS → FS, Exc (LIV, II/III, VI)

mGlu7a, V-GluT2, PV, SOM VPM → NRT ; FS, RS (LIV)

mGlu7a, V-GluT2, PV, L-Glu VPM → NRT ; FS, Exc (LIV)

Abréviations : PV, parvalbumine ; V-GluT1 ou V-GluT2, transporteurs du glutamate vésiculaires 1 ou 2 ;

GAD65, glutamate décarboxylase 65 kDa ; Exc, neurones excitateurs du cortex ; FS et RS, interneurones Fast-

et Regular-Spiking corticaux respectivement ; VPM, noyau ventro-postéro-médian du thalamus ; NRT, noyau

réticulaire thalamique. Les marquages indiqués en italiques n’ont pas encore été réalisés.
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II.1.2.3 Immunofluorescence sur cellules HEK293

Les cellules HEK293 ont été transfectées par électroporation (250 V-500 µF pour 5.106 cellules)
avec des plasmides (pcDNA) exprimant différents mGluRs (mGlu4, 5, 7 ou 8). Ces récepteurs
sont fusionnés avec une étiquette HA. Les cellules ont été fixées avec du tampon phosphate
salin (PBS) contenant 4 % de paraformaldéhyde (PFA) pendant 15 min, lavées 2 fois au PBS
puis perméabilisées avec du PBS contenant 2 % de BSA et 0.1 % de Triton X100 pendant 20
min. Les cellules ont ensuite été incubées 40 min avec les anticorps primaires (anti-mGlu7 et
anti-HA) dilués au 1 :1000 dans du PBS avec 2 % BSA, puis lavées 3 fois au PBS. Les anticorps
secondaires (anti-lapin Cy5 et anti-souris GFP respectivement) dilués au 1 :1000 dans du PBS
ont alors été ajouté pendant 30 min, puis les cellules ont été montées entre lame et lamelle
(ThermoScientific) avec du Mowiol.

Les images ont été réalisées sur un apotome AxioImager Z1 (Zeiss) grâce au logiciel Axio-
Vision.

II.1.2.4 Perfusion des souris, préparation des tranches thalamo-corticales et im-
munohistochimie

Les souris âgées de P15 à P21 ont été euthanasiées avec une injection péritonéale léthale de
pentobarbitol et perfusées transcardialement avec 15 ml de PBS puis 15 ml de PBS avec 4
% de PFA. Les cerveaux ont été extraits et incubés toute la nuit (over night, O/N) dans
du PBS contenant 4 % de PFA à 4◦C. Des tranches thalamo-corticale (35◦ du plan coronal,
[114], Fig.II.1a,b) de 30-50 µm ont ensuite été préparé dans du PBS à 4◦C avec un microtome
(MicroM HM650V) puis utilisées pour l’immunohistochimie.

Nous avons également testé l’effet de deux démasquages antigéniques différents en incubant
des tranches avec de la Protéinase K (10 µM, 15 min à TA), ou dans un tampon sodium-citrate
(pH 8.5, 30 min à 80◦C) avant de procéder à l’immunohistochimie.

Les tranches ont été lavées 3 x 5 min au PBS puis préincubées pendant 1h avec du PBS
contenant 2 % de BSA et 0.1 % de Triton X100. Les anticorps primaires dilués dans du PBS
contenant 2 % de BSA et 0.1 % de Triton X100 ont ensuite été ajoutés et les tranches incubées
O/N à 4◦C. En condition normale, les anticorps secondaires dissous dans du PBS + 2 % BSA
ont été ajoutés pendant 1h à TA après 3 lavages de 5 min au PBS. Lorsque nous procédions
à l’amplification du signal anti-mGlu7, un anticorps secondaire couplé à biotine dissous dans
du PBS contenant 2 % de BSA a été ajouté pendant 2h à Température Ambiante (TA). Les
tranches ont été lavées 3 x 5 min au PBS, puis l’avidine (VectaStain Elite ABC kit PK-6100)
ainsi que les autres anticorps secondaires classiques dissous dans du PBS + 2 % BSA ont été
ajoutés pendant 1h à TA. Après 3 derniers lavages de 5 min au PBS, les tranches ont été
montées entre lame et lamelle (ThermoScientific) avec du Mowiol et laissées au repos O/N à
l’obscurité.

Les images ont été réalisées sur un apotome AxioImager Z1 (Zeiss) grâce au logiciel Axio-
Vision et sur un microscope confocal Leica SP8 de la Plateforme MRI grâce au logiciel LAS
AF (Leica Application Suite Advanced Fluorescence).

II.1.2.5 Identification visuelle des structures thalamo-corticales

Le noyau ventro-postéro-médian (VPM) est facilement identifiable en coupe comme la région
thalamique ayant un contraste plus sombre que le noyau postérieur avoisinant et une texture
moins fibreuse que le noyau ventro-postéro-latéral (VPL) adjacent (Fig.II.1c). Le noyau réticu-
laire (NRT) correspond à une coquille fine de contraste plus clair entourant le thalamus dorsal
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Figure II.1 – Angle de coupe et structures thalamo-corticales.

(a) Représentation schématique de l’angle utilisé pour la découpe au vibratome des deux hémisphères cérébraux.

(b) Annotation des différentes structures impliquées dans la circuiterie thalamo-corticale : le VPM (noyau ventro-

postéro-médian du thalamus), le NRT (noyau réticulaire thalamique) et le cortex somatosensoriel primaire (S1)

avec ses tonneaux typiques au niveau de la couche IV. (c) Illustration schématique de la connectivité de la boucle

thalamo-corticale ; les différents marqueurs synaptiques et somatiques sont indiqués. (d) et (e) Sections optiques

au grossissement x20 du thalamus et du cortex S1 respectivement, permettant de distinguer précisément les

différentes structures de la circuiterie thalamo-corticale. Le noyau ventro-postéro-latéral (VPL) et la capsule

interne (CI) sont également indiqués.

et est composé de larges neurones fusiformes. Au niveau cortical, la couche IV se distingue par
ses structures en tonneau caractéristiques et son contraste relativement marqué comparé aux
couches V et II/III (Fig.II.1d).

II.1.3 Résultats

II.1.3.1 Sélection des anticorps anti-mGlu7a présentant une bonne spécificité

La première étape de cette partie a été de vérifier la spécificité des différents anticorps anti-
mGlu7 disponibles sur le marché, ainsi que des trois anticorps produits récemment chez le
lapin par Salah El Mestikawy. Pour cela, nous avons transfecté des cellules HEK avec différents
mGluRs portant une étiquette HA. Si l’anticorps est spécifique du récepteur mGlu7, alors les
marquages obtenus en présence d’anticorps anti-mGlu7 et anti-HA ne devraient colocaliser
qu’avec mGlu7 et pas avec les autres récepteurs, dans des cellules HEK co-transfectées avec
ces récepteurs.

Sur les trois anticorps produit par S. El Mestikawy, un seul semble spécifiquement marquer
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le récepteur mGlu7 (Fig.II.2a). Les deux autres semblent également lier le récepteur mGlu4
en plus de mGlu7. Parmi ces deux anticorps, l’un a été purifié et re-testé, mais la purification
ne semble pas améliorer sa spécificité pour le récepteur mGlu7 (Fig.II.2b).

Sur les quatre anticorps commerciaux testés, deux montrent une spécificité satisfaisante
pour le récepteur mGlu7 (Fig.II.2b), alors que les deux autres marquent également les récep-
teurs mGlu4 et/ou mGlu8.

Les deux anticorps présentant la meilleure spécificité pour le récepteur mGlu7 ont été sélec-
tionnés pour la suite de l’étude. Ils seront appelés "Rabbit C-t" (pour un anticorps commercial
liant la partie C-terminale du récepteur mGlu7, voir TableII.2) et "L3B3" (pour un anticorps
obtenu chez le lapin au 3ième saignement).

II.1.3.2 Optimisation des conditions de marquage du récepteur mGlu7

L’immunofluorescence peut être améliorée grâce à différents traitements préalables des tissus.
Étant donné le repliement tridimensionnel complexe du récepteur mGlu7 et sa localisation
confinée au niveau des zones actives présynaptiques, nous avons testé l’effet de deux traitements
sur le signal immunofluorescent :

• Le démasquage antigénique, permettant le dépliement des protéines suite à la fixation des
tissus à la PFA. L’accès des anticorps sur leur site de liaison au récepteur pourrait être
augmenté avec ce traitement. Nous avons testé deux démasquages différents : en incubant
les tranches avec de la Protéinase K (données non montrées), ou dans un tampon sodium-
citrate (pH 8.5, 30 min à 80◦C, Fig.II.3). Ces conditions ne semblent pas améliorer la
détection du récepteur mGlu7.

• L’amplification du signal obtenu avec le marquage anti-mGlu7, grâce à l’utilisation d’an-
ticorps secondaires couplés à la biotine, formant des complexes avec l’avidine. Ces com-
plexes moléculaires permettent d’amplifier le signal fluorescent et ainsi de détecter le
récepteur mGlu7 malgré sa faible expression. L’amplification induit une nette amélio-
ration du marquage obtenu, notamment en diluant l’anticorps secondaire au 1 :10000
(Fig.II.4).

Ces résultats montrent une condition de marquage optimale pour la détection du récepteur
mGlu7 par la méthode d’amplification du signal. Cette méthode sera utilisée par la suite
pour procéder aux co-marquages du récepteur mGlu7 avec différents marqueurs neuronaux et
synaptiques.

II.1.3.3 Expression du récepteur mGlu7 dans les synapses glutamatergiques et
GABAergiques de la boucle thalamo-corticale

Afin de déterminer la localisation précise du récepteur mGlu7 dans les différentes synapses du
circuit, nous avons effectué plusieurs séries de co-marquages sur des tranches TC. La coloca-
lisation du récepteur mGlu7 avec différents marqueurs synaptiques et somatiques permet de
préciser la localisation du récepteur dans la circuiterie. Différentes combinaisons d’anticorps
permettant d’étudier spécifiquement les synapses d’intérêt ont été choisies et sont décrites dans
la section II.1.2.2. Les marqueurs présynaptiques utilisés sont : les transporteurs vésiculaires
du glutamate V-GluT1 (exprimé sélectivement dans les présynapses corticales) ou V-GluT2
(exprimé sélectivement dans les présynapses thalamiques, [173]), qui révèlent les présynapses
excitatrices et la GAD65 exprimée dans les présynapses GABAergiques, inhibitrices [448].
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Figure II.2 – Vérification de la spécificité des anticorps anti-mGlu7 en cellules
HEK.

(a) L’immunohistochimie avec un anticorps anti-mGlu7 (rouge) et un anticorps anti-HA (vert) révèle une co-

localisation des anticorps L1B3 et L2B3 (produits chez le lapin par S. El Mestikawy) avec l’étiquette HA dans

les cellules HEK transfectées avec mGlu4-HA et avec mGlu7-HA. Ces deux anticorps ciblent donc à la fois

les récepteurs mGlu4 et mGlu7 et ont été écartés de cette étude. L’anticorps L3B3 quant à lui colocalise avec

l’étiquette HA uniquement dans les cellules transfectées avec mGlu7-HA.

(b) L’immunohistochimie avec quatre anticorps commerciaux et l’anticorps L2B3 purifié anti-mGlu7 (rouge) et

un anticorps anti-HA (vert) révèle une bonne spécificité des anticorps Rabbit C-t et MAB1/28, alors que les

autres ciblent également les récepteurs mGlu4 et/ou mGlu8 en plus de mGlu7. Le marquage obtenu avec l’Ac

Rabbit C-t est nettement plus robuste que celui obtenu avec l’Ac MAB1/28.
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Figure II.3 – Sélection des conditions de marquage optimales sur tranches.

L’immunohistochimie avec un anticorps anti-synapsine (Syn en vert, haut) et deux anticorps anti-mGlu7 (L3B3

et Rabbit C-t en rouge, milieu) révèle la localisation présynaptique du récepteur mGlu7 de façon plus ou moins

nette selon le traitement effectué au préalable (bas). A gauche, en absence de traitement on observe un fort bruit

de fond (pour l’Ac L3B3) ou un marquage faible du récepteur (pour le Rabbit C-t). Au milieu, le démasquage

antigénique (traitement avec un tampon citrate) augmente le bruit de fond, reflétant une perte de spécificité

du marquage. A droite, l’amplification du marquage anti-mGlu7 au 1 :10000 induit une nette amélioration du

signal obtenu avec les deux Ac anti-mGlu7. Ces acquisitions ont été obtenues dans la couche IV corticale au

grossissement x40.

Au niveau du thalamus, le NRT et le VPM présentent respectivement une population de
neurones GABAergiques et glutamatergiques homogène (voir partie introductive I.5). Autre-
ment dit, les projections aboutissant dans ces noyaux contactent systématiquement des neu-
rones inhibiteurs dans le NRT, ou des neurones excitateurs dans le VPM. La colocalisation du
récepteur mGlu7 avec les différents marqueurs présynaptiques est donc suffisante pour déter-
miner son expression dans les synapses intra-thalamiques et cortico-thalamiques. Par contre,
la diversité des populations neuronales corticales rend la situation plus complexe au niveau du
cortex. On peut regrouper ces populations neuronales corticales en trois grandes classes : les
neurones excitateurs et les interneurones Fast-Spiking (FS) et Regular-Spiking (RS). Afin de
distinguer ces trois classes de neurones, nous avons utilisé comme marqueurs : le L-Glutamate
pour cibler les neurones excitateurs, la parvalbumine (PV) pour cibler les interneurones FS
et la somatostatine (SOM) pour cibler les interneurones RS. Rappelons que le cortex contient
une multitude de microcircuits intra-corticaux formés entre les différents neurones excitateurs
et inhibiteurs. L’utilisation de V-GluT1 et V-GluT2 permet de distinguer les afférences exci-
tatrices thalamo-corticales et intra-corticales respectivement, alors que la GAD65 marque les
présynapses inhibitrices des interneurones FS et RS.

Nous avons analysé l’expression du récepteur mGlu7 au niveau des synapses GABAergiques
réticulaires et des fibres cortico-thalamiques dans le NRT et le VPM (Fig.II.5). Le marquage
du récepteur mGlu7 colocalise avec celui de la GAD65 (et de la PV) dans le NRT, suggérant
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Figure II.4 – Sélection des conditions d’amplification optimales.

Le marquage anti-mGlu7 à été amplifié au 1 :500 ou au 1 :1000. Les images obtenues révèlent une colocalisation

du récepteur mGlu7 (rouge) avec la synapsine (vert) dans certaines présynapses (bas). Le signal fluorescent était

plus net et robuste avec une amplification au 1 :10000 (partie droite). Ces conditions permettent de déterminer

la localisation précise du récepteur mGlu7 dans les tranches thalamo-corticales grâce à l’obtention d’images

nettes à haute-résolution (x63, à droite). Ces acquisitions ont été obtenues dans la couche IV corticale au

grossissement x40.

que le récepteur est exprimé dans les synapses intra-NRT. Par contre, le marquage anti-mGlu7
colocalise peu avec la GAD65 dans le VPM, suggérant que le récepteur est peu exprimé à ce
niveau. Ce marquage colocalise avec V-GluT1 dans le NRT et dans le VPM, indiquant que le
récepteur est exprimé sur les fibres corticales afférentes aux deux noyaux thalamiques.

II.1.4 Discussion

Cette étude a permis de déterminer des conditions de marquages du récepteur mGlu7 satisfai-
santes dans des tranches de cerveau de souris. Un anticorps primaire anti-mGlu7 commercialisé
semble particulièrement spécifique et avantageux de part sa disponibilité sur le marché. L’am-
plification du signal par le système avidine-biotine permet l’obtention d’un marquage robuste
et aisément détectable du récepteur mGlu7. Ces résultats pourront être utilisés pour étudier
l’expression de mGlu7a dans diverses zones cérébrales.

Grâce à cette étude, nous avons pu déterminer la localisation précise du récepteur mGlu7
dans différentes présynapses du circuit thalamo-cortical. Nos résultats indiquent une expression
sélective du récepteur dans les synapses intra-NRT et cortico-thalamiques. Il nous reste à
déterminer l’expression du récepteur mGlu7 dans les synapses des neurones du VPM et des
réseaux intra-corticaux. Pour cela, la mise au point du marquage avec les anticorps anti-V-
GluT2 et anti-L-Glutamate sera effectuée.

Rappelons que nous n’avons pas encore pu tester les anticorps anti-mGlu7 sur des tranches
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Figure II.5 – Expression du récepteur mGlu7 dans les synapses du NRT et des
fibres cortico-thalamiques.

Les synapses présentant une colocalisation du récepteur mGlu7 avec les marqueurs synaptiques (GAD65 ou

V-GluT1) sont indiquées avec des flèches. Les neurones GABAergiques du NRT sont marqués avec les anticorps

anti-PV dans ces expériences. Dans la partie gauche, les images montrent l’expression du récepteur mGlu7

(rouge) et de la GAD65 (vert). Dans le NRT, les images obtenues révèlent une colocalisation du récepteur mGlu7

avec la GAD65 dans toutes les synapses intra-NRT (bas gauche). Par contre, dans le VPM la colocalisation du

récepteur mGlu7 avec la GAD65 semble restreinte à un petit nombre de synapse (bas droit). Dans la partie

droite, les images montrent l’expression du récepteur mGlu7 (rouge) et de V-GluT1 (vert). En bas, on voit

que le récepteur colocalise avec V-GluT1 dans la majorité des synapses cortico-thalamiques formées sur le NRT

(haut de l’image) et le VPM (bas de l’image). Ces acquisitions ont été obtenues au grossissement x63 avec un

zoom de 2.51.
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de souris KO mGlu7−/−. Nous ne pouvons donc pas encore exclure l’éventualité d’un mar-
quage non-spécifique sur tissus, non repérable sur cellules HEK. Plusieurs protéines endogènes
pourraient potentiellement interférer avec le ciblage du récepteur mGlu7 par les anticorps,
notamment les différents variants des mGluRs du groupe III.

Les résultats obtenus seront corrélés aux données électrophysiologiques et comportemen-
tales présentées dans les parties suivantes.
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II.2 Modulation des oscillations thalamo-corticales par le com-
plexe mGlu7a-PICK1

II.2.1 Objectifs de l’étude

Les souris KI mGlu7AAA présentent des décharges en pointe-onde (DPO) spontanées associées
à un arrêt comportemental [41]. Cependant, ces crises d’absence n’apparaissent qu’à partir
de la cinquième semaine post-natale. Le but de cette partie était de vérifier que des rythmes
thalamo-corticaux anormaux sont déjà établis chez les souris mutantes à l’âge expérimental
utilisé pour l’étude électrophysiologique (P15-P21 ; voir partie II.3).

En conditions physiologiques, le thalamus peut générer des oscillations en fuseaux de 6 à
14 Hz, les fuseaux de sommeil ou spindles, principalement exprimés lors des phases précoces
du sommeil [67]. Lorsque la circuiterie thalamo-corticale présente une activité anormale cela
peut induire des crises d’absence, qui se traduisent par des oscillations en DPO dont les
caractéristiques sont relativement similaires aux fuseaux de sommeil (voir partie I.6). Il est
possible de générer artificiellement des oscillations ressemblant à la fois aux fuseaux de sommeil
et aux DPO in vitro [496, 222, 67, 261]. Nous avons donc induit de telles oscillations et effectué
des enregistrements extracellulaires sur des tranches TC à l’aide d’un système d’enregistrement
par multi-électrode. La durée de ces oscillations nous a permis de comparer l’état d’excitabilité
du circuit chez les souris WT et KI mGlu7AAA.

II.2.2 Matériel et méthodes

II.2.2.1 Préparation des tranches thalamo-corticales aiguës

Tous les produits chimiques utilisés pour préparer les solutions électrophysiologiques prove-
naient de Sigma-Aldrich. Les souris sauvages ou KI mGlu7AAA mâles et femelles âgées de
15 à 21 jours post-nataux ont été profondément anesthésiés par inhalation d’isoflurane et les
tranches ont été préparées comme décrit ailleurs (400 µm d’épaisseur, 35◦ du plan coronal,
[114]) à l’aide d’un vibratome (Campden Instruments). Les tranches ont ensuite été incubées
à 32◦C pendant 1h puis à 24-26◦C, dans une solution artificielle de liquide céphalo-rachidien
(ACSF) contenant (en mM) 120 NaCl, 2.5 KCl, 1.6 NaH2PO4, 1.3 MgCl2, 2.5 CaCl2, 27
NaHCO3 et 22 glucose, équilibrée avec 95% O2 et 5% CO2, pH 7.4.

II.2.2.2 Induction et enregistrement des oscillations thalamiques avec une Multi-
Electrode

Les enregistrements extracellulaires ont été obtenus à l’aide d’une plaque multi-électrode à 64
canaux de MED64 system (Panasonic Co., Tokyo, Japon) traitée O/N avec une solution de re-
vêtement de poly-D-lysine à TA, puis positionnée sur le système de 8x8 électrodes (Fig.II.6a).
Les tranches TC ont été placées au centre de la plaque MED64 avec de l’ACSF oxygéné et
supplémenté avec 0.3 mM de glutamine afin de maintenir un recyclage en neurotransmetteur
correct via le cycle glutamate-glutamine [67]. Les oscillations thalamiques ont été induites en
appliquant des impulsions de courant monopolaire constant (100-150 µA, 0.1 ms, chaque 30
s) dans la capsule interne (CI) via l’une des 64 électrodes. Les potentiels de champ ont été
enregistrés simultanément par les 64 électrodes au niveau du VPM et du NRT. Les enregis-
trements ont été filtrés à 20 kHz et acquis à l’aide du logiciel MED64 Constructor (Panasonic
Co.).

La durée des oscillations thalamiques enregistrées chez les souris WT ont été mesurées et
comparées à celles obtenues chez les KI mGlu7AAA.
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Figure II.6 – Le récepteur mGlu7 diminue la durée des oscillations thalamiques.

(a) Positionnement d’une tranche thalamo-corticale dans le système multi-électrodes. Une électrode de stimu-

lation était sélectionnée dans la capsule interne (CI) et les oscillations thalamiques enregistrées dans le NRT et

le VPM. (b) Trace représentative des oscillations thalamiques obtenues au niveau d’une électrode d’enregistre-

ment. (c) Chaque point correspond à la durée moyenne des oscillations obtenues dans un tissu sauvage (WT)

ou mutant (mGlu7AAA). ∗ P<0.05, test de Mann-Withney. Les barres d’erreur indiquent la SEM.

II.2.3 Résultats : le récepteur mGlu7 freine les activités oscillatoires au sein
du thalamus

Le système multi-électrode nous a permis d’enregistrer les potentiels de champ simultanément
au niveau du VPM et du NRT. La stimulation électrique de la capsule interne, où les fibres
thalamo-corticales et cortico-thalamiques forment un même faisceau, induit des oscillations
thalamiques observables dans les deux noyaux thalamiques (Fig.II.6b). Chaque oscillation cor-
respond à la décharge de bursts synchrones par un petit groupe de neurones situés sous l’élec-
trode d’enregistrement. Ces activités rythmiques sont générées par les projections réciproques
entre les neurones du VPM et ceux du NRT [221] et confirment l’intégrité de la circuiterie
thalamo-corticale dans nos tranches.

Nous avons quantifié la durée des oscillations thalamiques (Fig.II.6c), qui reflète l’excita-
bilité du réseau thalamo-cortical. La durée des activités rythmiques induites chez les souris
KI mGlu7AAA est significativement plus élevée que celle des WT (WT : 815.3 ±138.5 ms, n
= 5 ; mGlu7AAA : 1364 ±140.2 ms, n = 9 ; p=0.0190 ; Fig.II.6c). Le réseau intra-thalamique
semble donc plus excitable chez la souris mGlu7AAA, d’où sa susceptibilité plus élevée à oscil-
ler de façon synchrone. Dans quelques tranches WT et KI, les oscillations évoquées évoluaient
rapidement en oscillations spontanées, illustrant une excitabilité anormale du réseau TC cer-
tainement liée aux contraintes techniques du système du multi-électrodes (oxygénation limitée
des tranches) : ces tranches n’ont pas été analysées.

La qualité des enregistrements n’a pas été idéale à cause de la faible amplitude des signaux
extracellulaires et du mauvais rapport signal/bruit du système malgré les mises au point en-
tamées. Nous n’avons pas pu déterminer formellement la fréquence de ces oscillations. Elles
semblent cependant généralement situées entre 3 et 15 Hz (observation visuelle). Ces fréquences
correspondent aux activités thalamiques observées lors des fuseaux de sommeil ou des DPO.

Ainsi, la voie mGlu7a-PICK1 semble impliquée dans le contrôle de l’état d’excitabilité
global du thalamus. Le récepteur mGlu7 semble en effet diminuer la capacité des neurones
du VPM et/ou du NRT à émettre des bursts rythmiques à l’origine des oscillations physio-
pathologiques du thalamus.
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II.2.4 Discussion

Nous avons étudié l’impact du récepteur mGlu7 sur les oscillations thalamiques en compa-
rant la durée des activités évoquées chez les souris WT et le KI mGlu7AAA. Nos données
montrent que la perte de fonction de la voie mGlu7a-PICK1 induit une hyperexcitation du ré-
seau thalamo-cortical, plus apte à générer des activités rythmiques chez la souris mutante. Cela
confirme que des activités thalamo-corticales anormales sont déjà détectables chez ces jeunes
souris bien qu’elles ne présentent pas encore de crises d’absences spontanées à cet âge. Ces
activités résultent directement ou indirectement d’une sur-inhibition thalamique, aboutissant
à la transition du mode de décharge tonique des neurones thalamiques vers le mode burst [221].
Cette sur-inhibition peut provenir d’un déséquilibre de la neurotransmission glutamatergique,
mais aussi de la neurotransmission GABAergique au sein du circuit. Étant donné la localisation
du récepteur mGlu7 à la fois dans des synapses glutamatergiques et GABAergiques du réseau
(voir la partie II.1), ce récepteur est susceptible de moduler les deux forces pesant sur la ba-
lance excitation/inhibition. Son action précise au niveau des différentes synapses thalamiques
sera étudiée dans la section II.3.

La perte de modulation du circuit thalamo-cortical par la voie mGlu7a-PICK1 abouti à
l’induction de crises d’absences spontanées chez la souris mGlu7AAA adulte [41]. Cependant,
ce même circuit génère en conditions physiologiques les oscillations typiquement observées lors
des premières phases du sommeil, les fuseaux de sommeil (voir [32] et [277] pour revues). Les
activités évoquées dans nos expériences ont été obtenues en absence de drogues épileptogènes
et s’apparenteraient donc plutôt à des fuseaux de sommeil. Malheureusement, l’utilisation du
système de multi-électrodes a limité nos investigations, car les activités devenaient rapidement
spontanées et continues après l’ajout de bicuculline, un antagoniste GABAA utilisé classique-
ment pour induire des oscillations épileptiques in vitro. De même, les expériences menées chez
les souris adultes n’ont pas pu aboutir. Ce système est actuellement réadapté pour optimiser
notamment la perfusion des tranches, ce qui devrait limiter la surexcitabilité neuronale liée à
ce biais expérimental.

Chez le rat juvénile, Kyuyoung et Huguenard ont très récemment montré que l’activation
des mGluR du groupe III diminue la durée des oscillations thalamiques évoquées in vitro [261].
Leurs données suggèrent que le récepteur mGlu7 influence fortement les fuseaux de sommeil,
mais peu les oscillations épileptiques. Le phénotype des souris KI mGlu7AAA adultes laisse
supposer une action différentielle du récepteur mGlu7 chez le rat et la souris, peut-être due à
une localisation distincte. Remarquez que ces auteurs utilisent la bicuculline pour induire les
oscillations épileptiques. Le fait de masquer la modulation des courants GABAergiques par
le récepteur mGlu7 pourrait induire un biais sur la diminution de la durée des oscillations
observées expérimentalement.

Par ailleurs, on ne peut pas exclure une action différentielle du récepteur mGlu7a au cours
du développement, liée à la maturation des circuits chez les rongeurs juvéniles passant à l’âge
adulte. Tous les modèles murins d’épilepsie absence ne présentent des crises spontanées qu’à
l’âge adulte (voir I.6.3.3). Cela suggère une certaine résistance du circuit thalamo-cortical à
générer des oscillations épileptiques chez les animaux juvéniles. L’inactivation du récepteur
mGlu7a chez la souris pourrait affecter initialement le façonnage des fuseaux de sommeil, ce
qui rendrait peu à peu le circuit thalamo-cortical apte à générer spontanément ce type d’acti-
vités rythmiques pendant l’état éveillé. Cette idée est en accord avec l’hypothèse actuellement
admise stipulant que les oscillations épileptiques sont provoquées suite à un détournement des
processus à l’origine des fuseaux de sommeil [314, 32]. De façon plus générale, ces travaux
soulignent clairement un rôle modulateur clé du récepteur mGlu7 dans l’établissement des
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activités rythmiques au sein des circuits thalamo-corticaux.



II.3 Contrôle de la boucle thalamo-corticale par le récepteur mGlu7a 99

II.3 De la synapse au comportement : étude du contrôle de la
boucle thalamo-corticale par le complexe mGlu7a-PICK1

Cette partie fait l’objet d’un article en préparation.

II.3.1 Objectifs de l’étude

L’activation du récepteur mGlu7 suscite de nombreuses interrogations et semble dépendre de
la synapse étudiée. Les phénotypes des souris KO mGlu7−/− et KI mGlu7AAA indiquent d’une
part, que les fonctions supportées par les différentes voies de signalisation de mGlu7a sont bien
distinctes et d’autre part, que différents réseaux neuronaux sont modulés par mGlu7a (voir
partie I.3). L’apparition spontanée des crises d’absence chez les souris KI mGlu7AAA suggère
que la voie mGlu7a-PICK1 est cruciale pour le contrôle de l’activité de la boucle thalamo-
corticale. De plus, comme ce récepteur présente une affinité très faible pour le glutamate et
qu’il est localisé non seulement sur les présynapses glutamatergiques mais aussi GABAergiques,
cela soulève les questions suivantes : où et quand ce récepteur est-il activé au sein de ce réseau
et quelles sont les fonctions physiologiques supportées par cette voie ? L’utilisation des souris
KI mGlu7AAA et de la pharmacologie nous ont permis de répondre à ces questions.

Cette partie de ma thèse s’est articulée autour de trois objectifs principaux. Tout d’abord,
nous avons étudié les fonctions du récepteur mGlu7a sur la neurotransmission et la plasticité à
court terme dans les synapses glutamatergiques et GABAergiques des neurones thalamiques.
Nous avons également examiné son impact sur l’activité spontanée des neurones réticulaires
et sur les courants inhibiteurs phasiques et toniques au niveau du NRT et du VPM. D’autre
part, nos expériences électrophysiologiques ont suggéré une activité constitutive, agoniste-
indépendante du récepteur mGlu7a. Nous avons testé cette hypothèse en utilisant un nouveau
modulateur allostérique négatif (NAM, voir I.3.4) spécifique du récepteur mGlu7 non encore
commercialisé : l’ADX71743 (la synthèse du composé par Françine Acher, Université Paris Des-
cartes, est décrite dans l’article). Enfin, ces résultats obtenus dans des préparations in vitro
ont été corrélés à des enregistrements EEG révélant l’activité globale de la boucle thalamo-
corticale, ainsi qu’à l’observation comportementale de ces animaux. Ils montrent que le ré-
cepteur mGlu7 est déterminant pour moduler la capacité du réseau à générer des oscillations
sycnhrones potentiellement pathologiques, contrôlant ainsi l’état de vigilance de l’animal.
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Abstract

The metabotropic glutamate receptor type 7 (mGlu7) is expressed on both glu-
tamatergic and GABAergic synapses, but its role in neuronal network function
is an open question. By combining electrophysiological recordings, optogenetics
and pharmacology we show that the mGlu7 receptor inhibits both glutamatergic
and GABAergic synaptic transmission and regulates short-term plasticity via its
C-terminus at specific thalamic synapses. In mGlu7AAA mice, in which coupling of
the mGlu7 receptor to neurotransmitter release is selectively inactivated, the tha-
lamic reticular nucleus (TRN) excitability and the GABAergic tonus of the ven-
troposteromedial nucleus (VPM) are increased. The very low affinity of the mGlu7
receptor for glutamate raises the question of how the receptor can be activated,
namely at GABAergic synapses and in basal conditions. Synaptic transmission
can be enhanced by the mGlu7 negative allosteric modulator (NAM), ADX71743,
suggesting that the receptor can display an agonist-independent/constitutive ac-
tivity. Furthermore, in vivo administration of the NAM induces a lethargic state
with spindle and/or spike-and-wave discharges on the EEG, accompanied by a be-
havioural arrest. Chemical or genetical inactivation of the mGlu7 receptor affects
the ability of the thalamo-cortical network to control synchronous and poten-
tially pathological oscillations. Our results underline a critical role for the mGlu7
receptor in the control of the dynamics between the thalamus and the cortex.

Introduction

In mammals, eight genes code for metabotropic glutamate receptors mGlu1 to mGlu8 in the
central nervous system (CNS). Between all, the mGlu7 receptor shows the highest degree of
evolutionary conservation across species and is the most widely distributed in a broad range
of synapses critical for both normal CNS function and a range of psychiatric and neurological
disorders. The mGlu7 receptor is expressed at glutamatergic presynaptic terminals [58, 249],
but also in GABAergic presynaptic sites of the hippocampus [451], hypothalamus [420], and
somatosensory cortex [124] of rodents.

Activation of the mGlu7 receptor leads to a decrease of synaptic transmission [351]. Of the
different C-terminal splicing variants (mGlu7a-e) identified, mGlu7a is the most widespread in
the central nervous system [170, 422]. The canonical signalling pathway activates Gi/o proteins
and decreases cAMP production, but its role in synaptic transmission remains unclear [326].
Another pathway involving its association to the PDZ-interacting protein PICK1 (protein
interacting with C kinase 1 ; Fig.1a) [378] and activation of protein kinase C by proximal βγ
Go subunits mediates the inhibition of voltage-gated calcium channels [379] and, as a result,
a decrease of neurotransmitter release.

The lack of specific pharmacological tools considerably limited our knowledge on mGlu7.
Mutant mice models have been created for this purpose. The mGlu7 receptor knockout mouse
has impairments in fear responses, as well as alcohol or seizures susceptibility [193, 415].
The knock-in (KI) AAA mutation of the mGlu7a C-terminal (mGlu7AAA mice) suppress its
interaction with PDZ domain containing proteins, PICK1, and is sufficient to induce spatial
working memory deficits [524] and spontaneous absence-like epileptic seizures [41]. Absence
seizures are characterized by a hypersynchronous oscillatory activity of thalamic and cortical
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Figure 1. Schematic representation of mGlu7 receptor signalling at the
presynaptic terminal and of the thalamo-cortical network.

(a) The mGlu7 receptor is found at glutamate or GABA presynaptic active zones close to neurotransmitter

release sites. It activates Gi/o proteins that can reduce Ca2+ entry via either the inhibition of adenylate cyclase

(AC) by the Gα subunit or by activating protein kinase C (PKC) via Gβγ subunits acting on a phospholipase

(not shown). The latter mechanism is dependent on PDZ ligand binding of the C-terminus of mGlu7 to protein

interacting with C kinase (PICK1). Other group III mGluRs are present at the perisynaptic site (mGlu4/8).

(b) Schematic representation of the main connections between glutamatergic and GABAergic neurons in the

somatosensory cortex (S1), the thalamic reticular nucleus (TRN) composed exclusively of GABAergic neurons,

and the ventro-postero-medial nucleus (VPM), devoid of interneurons.

neurons, leading to typical spike-and-wave discharges (SWD) of the thalamo-cortical (TC)
loop in human and animal models [118]. Seizures involve reciprocal projections between two
thalamic nuclei, the GABAergic reticular nucleus (TRN) and the glutamatergic ventro-postero-
medial nucleus (VPM), and the somatosensory (barrel) cortex (Fig.1b) [32, 221, 456].

The spontaneous occurrence of absence seizures in mGlu7AAA mice suggests that the spe-
cific PDZ ligand-dependent mGlu7a receptor signalling pathway is crucial to control TC loop
activity. The activation of the mGlu7 receptor remains a puzzling issue, due to its very low
affinity for glutamate (in the millimolar range, amongst the lowest for neurotransmitters).
This might be reached in the glutamatergic synaptic cleft [76], but less likely into GABAergic
synapses.

We have investigated the functions of the mGlu7a receptor in both thalamic and thalamo-
cortical synapses in wild-type (WT) and mGlu7AAA mice, comparing electrically or optogene-
tically evoked postsynaptic responses, together with in vitro intracellular signalling quantifi-
cation and in vivo EEG and behavioural analysis. We show here that the mGlu7 receptor can
have per se a constitutive activity that does not require glutamate when express in an hetero-
logous system. Interestingly, this constitutive activation may occur at both glutamatergic and
GABAergic synapses and controls the animal vigilance degree.
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Results

Modulation of glutamatergic transmission and short-term plasticity at tha-
lamic VPM to TRN synapses

Intra-thalamic transmission properties were first tested by electrically stimulating VPM neu-
rons and recording AMPA evoke excitatory post-synaptic currents (eEPSCs) in the TRN
(Fig.2a-f). Neurons from mGlu7AAA KI showed a lower stimulation threshold to evoke EPSCs
and these were of smaller amplitude than in WT neurons (WT : 0.93 ± 0.11 AU and -124.3
± 17.9 pA respectively, n = 48 ; mGlu7AAA : 0.46 ± 0.7 AU, p=0.014 and -68.0 ± 15.2 pA, n
= 28, p=0.050 respectively ; Fig.2b,c,d). The group III agonist, D,L-AP4-induced inhibition
was also smaller in mGlu7AAA (32.6 ± 5.3 %, n = 15) compared to WT neurons (53.0 ±

3.8 %, n = 32 ; p=0.0034 ; Fig.2e,f). The difference between the two values represents the
mGlu7a-PICK1 pathway activation. The residual inhibition by D,L-AP4 was likely mediated
by activation of the other group III receptors (mGlu4 and/or mGlu8), or PICK1-independent
mGlu7 receptor signaling. These results suggest an mGlu7a-PDZ ligand specific inhibition of
glutamate release in VPM projections within the TRN in WT, which is lost in mGlu7AAA

mice.
We then tested the mGlu7a receptor modulation of eEPSCs adaptation with a 10 Hz,

5-pulse stimulation protocol (see Supplementary Methods). As described in other studies
[330], we found that some VPM synapses display synaptic depression, while others display
a synaptic facilitation, in both WT and mGlu7AAA mice (Fig.2g). Depression ratios were
non-significantly modified in mutant mice (Fig.2h), while facilitation ratios were significantly
higher compared to WT mice (Fig.2i). These data indicate that the mGlu7a receptor decreases
the responsiveness of TRN neurons to repetitive VPM activity by favouring synaptic depression
or lessening facilitation in basal conditions. Moreover, the proportion of neurons showing a
facilitating adaptation was strongly increased in mGlu7AAA mice (Fig.2j).

Inhibition and plasticity of VPM to cortical layer IV fast-spiking interneuron
synapses

Thalamic VPM neurons relay sensorial information to the barrel cortex, which contains mul-
tiple microcircuits between various neuronal subtypes. VPM axon terminals project predo-
minantly into layer IV, where three main different neuronal classes are found : excitatory
glutamatergic neurons (i.e. pyramidal and spiny stellate neurons), and the Regular-spiking
(RS) and Fast-spiking (FS) GABAergic interneurons, so called on the basis of their firing
pattern in response to a current injection (see characterization in Supplementary Fig.1).
As thalamo-cortical and cortico-thalamic fibres follow the same path, we used an optogenetic
approach to selectively stimulate thalamo-cortical afferents. Virally-induced channelrhodopsin
2 (hChR2) was expressed in VPM neurons and eEPSCs were induced by shining blue light
(488 nm) directly onto somatosensory cortical layer IV neurons [115] (Fig.3a).

A lower electrical stimulation threshold was sufficient to activate mGlu7AAA VPM to TRN
synapses as compare to WT (Fig.2c), suggesting a hyperexcitability of these synapses. This
effect was not observed into optogenetically activated VPM to layer IV synapses (Fig.3b-g).

The amplitude of EPSCs recorded in Fast-Spiking interneurons was smaller in mutant
than in WT mice (WT : -125.0 ± 22.7 pA, n = 17 ; mGlu7AAA : -69.0 ± 15.1 pA, n =
20 ; p=0.009), and their D,L-AP4-induced inhibition was reduced in mGlu7AAA (26.4 ± 3.4
%) compared to WT mice (39.0 ± 3.5 % ; p=0.023) (Fig.3h,i). Thalamic VPM to layer IV
synapses showed depression upon repetitive stimulation (Fig.3h,j) as described in previous
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Figure 2. mGlu7 controls glutamatergic transmission and short-term plasticity in
VPM to TRN synapses.

(a) Experimental configuration, including the positions of the electrical stimulation into the VPM and the

recording electrode into the TRN. (b) Threshold AMPA EPSCs plotted vs. stimulation intensity for each

neuron in both WT and mGlu7AAA mice. Average stimulation intensities (c) and AMPA EPSCs amplitudes (d)

indicating an hyper-responsiveness of VPM neurons and a post-synaptic fatigue of TRN neurons in mGlu7AAA

mice. (e) Representative D,L-AP4 effect on current traces from TRN neurons responding to VPM stimulation

of WT (left) and mGlu7AAA (right) mice. Electrical stimulations are indicated by black arrows. (f) Summary

of D,L-AP4-induced IAMPA inhibition. (g) Representative current traces from TRN neurons responding to 5

stimuli at 10 Hz (black arrows) in WT (left) and mGlu7AAA (right) mice. VPM afferents display either short-

term depression (top) or facilitation (bottom) in both genotypes. (h,i) Depression ratios show no significant

differences between the two genotypes, while facilitation ratios are strongly increased in mGlu7AAA mice. (j)

Proportion of neurons displaying either synaptic depression or facilitation in WT (left) or mGlu7AAA (right)

mice. * P<0.05, ** P<0.01, Mann-and-Withney test. Error bars indicate SEM.
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Figure 3. mGlu7 control of glutamatergic transmission and short-term plasticity
in VPM to cortical layer 4 Fast-Spiking interneurons synapses.

(a) Experimental configuration and example of a thalamo-cortical slice expressing ChR2-mCherry in the thala-

mic ventro-postero-medial neurons and their axons targeting cortical layer IV. LED stimuli (blue light, 488 nm)

were directed on layer 4 thalamo-cortical ChR2-expressing terminals where post-synaptic responses of cortical

neurons were recorded. (b,c,d) Amplitude of AMPA EPSCs vs. stimulation intensity for each neuron type (res-

pectively excitatory, Fast-Spiking and Regular-Spiking interneurons) in both genotypes (WT and mGlu7AAA

mice). AMPA current amplitudes are averaged in (e). (f,g) Threshold light intensities and illumination du-

rations show no difference between WT and mGlu7AAA mice. (h) Representative AMPA current traces from

Fast-Spiking interneuron responding to VPM single (top) or 5x10 Hz (bottom) stimulation of WT (left) and

mGlu7AAA (right) mice. Light stimulations are indicated by blue arrows. (i) D,L-AP4-induced IAMPA inhibi-

tion. (j) Short-term depression ratios showing a decreased synaptic depression in mGlu7AAA mice. (k,l) Mean

AMPA current inhibition by D,L-AP4 and short-term depression ratios in excitatory neurons and Regular-

Spiking interneurons respectively, showing no difference between WT and KI mGlu7AAA mice. * P<0.05, **

P<0.01, Mann-and-Withney test. Error bars indicate SEM.
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Figure 4. mGlu7 control of GABAergic transmission and short-term plasticity in
intra-TRN synapses.

(a) Experimental configuration, including positions of electrical stimulation into the TRN and recording in

adjacent reticular neurons. (b) Threshold GABA IPSCs amplitude vs. stimulation intensity for each neuron

in both genotypes (WT and mGlu7AAA mice). (c) Stimulation intensities and (d) GABA responses show no

difference in responsiveness between both genotypes. (e) Representative GABA current traces from TRN neu-

rons responding to TRN single (top) or 5x10 Hz (bottom) stimulation of WT (left) and mGlu7AAA (right)

mice. Electrical stimulations are indicated by black arrows. (f) D,L-AP4-induced IGABA inhibition. Short-term

depression ratios (g) show a significant decrease of synaptic depression in mGlu7AAA mice. * P<0.05, ***

P<0.001, Mann-and-Withney test. Error bars indicate SEM.

studies [115]. Depression ratios were significantly reduced in FS mGlu7AAA mice interneurons
(Fig.3h,j), confirming a loss of basal inhibitory control in these synapses. On the contrary,
the effect of D,L-AP4 on single or repetitive EPSCs recorded from glutamatergic neurons
and RS interneurons were similar for both genotypes (Fig.3k,l). Taken together, these results
indicate a presynaptic mGlu7a receptor-mediated inhibition of VPM glutamatergic contacts
innervating L4 FS interneurons, but not other cell types.

Modulation of GABAergic transmission within thalamic reticular neurons

Thalamic TRN neurons innervate adjacent reticular neurons as well as VPM neurons, and
constitute the only inhibitory input in these nuclei in mice [394]. We investigated the synaptic
function of the mGlu7a receptor on transmission and short-term plasticity by electrically
stimulating TRN neurons, and recording eIPSCs into either TRN or VPM cells (Fig.4a-f and
Supplementary Fig.2).

Stimulation intensity required to evoke IPSCs in TRN neurons as well as intra-TRN IPSCs
amplitudes were similar in WT and mGlu7AAA slices (Fig.4c,d). Notice that intra-TRN res-
ponses are very low compared to eIPSCs or eEPSCs recorded in other TC loop relays. D,L-
AP4-induced inhibition of intra-TRN synapses was reduced in mGlu7AAA (14.7 ± 2.6 %, n
= 21) compared to WT mice (31.6 ± 3.6 %, n = 23 ; p<0.0001 ; Fig.4e,f), but was similar
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in TRN to VPM synapses (Supplementary Fig.2). In accordance with previous studies, we
found that repetitive stimulation induced depression of the synaptic response in TRN. This
effect was not significantly different in either mice genotypes (Fig.4e,g). However, intra-TRN
synaptic depression ratios were higher in mGlu7AAA mice projections, reflecting a reduced
adaptation of GABA release during repetitive stimulations. These ratios were similar in TRN
to VPM projections (Supplementary Fig.2). In synthesis, the mGlu7a receptor modulates
basal synaptic plasticity only in intra-TRN, but not in TRN to VPM synapses, in agreement
with previous immunohistochemical data showing that the mGlu7 receptor is absent in mouse
VPM [249].

mGlu7a reduces both phasic and tonic spontaneous GABA currents in the
thalamus

We have shown that the mGlu7a receptor modulates basal transmission and plasticity within
TRN synapses. These effects could participate in establishing the basal excitability state of
reticular neurons, and could thus have repercussions on spontaneous GABA release from TRN
neurons presynaptic sites.

To determine whether the mGlu7a receptor could affect the spontaneous synaptic acti-
vity of reticular neurons, we first examined phasic GABAA inhibition in neurons from WT
and mGlu7AAA mice. mIPSCs properties were tested in both TRN and VPM, which receive
GABAergic inputs exclusively from TRN neurons. The frequency of mIPSCs was increased
in both VPM (WT : 10.92 ± 1.23, n = 18 ; mGlu7AAA : 18.34 ± 1.05, n = 20 ; p<0.0001 ;
Fig.5a,c) and TRN neurons (WT : 1.30 ± 0.10 Hz, n = 12 ; mGlu7AAA : 3.09 ± 0.27 Hz, n =
14 ; p<0.0001 ; Fig.5e,f) of mGlu7AAA mice, suggesting a higher spontaneous GABA release
from TRN neurons. mIPSCs amplitudes were identical in both genotypes (Fig.5d,g).

When GABA is released into the synaptic cleft, not only it activates synaptic GABAA

receptors leading to phasic IPSCs, but can also diffuse outside the synapse and activates ex-
trasynaptic GABAA receptors, leading to a tonic GABAA current [333]. This current can be
specifically isolated by application of gabazine [164]. We found that tonic GABAA current am-
plitude was increased in the VPM of mGlu7AAA mice (WT : 35.23 ± 7.96, n = 14 ; mGlu7AAA :
60.20 ± 6.83, n = 18 ; p=0.0099 ; Fig.5a,b) but was absent in TRN of both genotypes (data
not shown). These results are in accordance with the absence of extrasynaptic GABAA recep-
tors expression in this nucleus [229]. These data indicate that the ambient GABA level in the
VPM is higher in mGlu7AAA mice, reinforcing the idea of an essential basal control of TRN
excitability by the mGlu7a receptor.

ADX71743 reveals a constitutive activity of the mGlu7a receptor

The mGlu7 receptor has a low affinity for glutamate and therefore is supposed to be active only
upon high frequency activity in glutamatergic synapses. Moreover, its functional expression in
GABAergic synapses raises the issue of its activation by endogenous glutamate. In mGlu7AAA

mice, basal transmission and short-term plasticity, as well as reticular neurons spontaneous ac-
tivity were modified (cf. Fig.2-5). These effects are in accordance with a potential constitutive
activity of the mGlu7a receptor, or with a sustained activity of the receptor induced by endo-
genous glutamate. To test these hypotheses, we analysed the intrinsic ability of the receptor to
activate its intracellular signalling cascade. We compared the effect of the orthosteric group III
mGluRs agonist, the L-AP4 (600 µM), the orthosteric group III mGluRs antagonist, CPPG
(100 µM), and the mGlu7 receptor-selective negative allosteric modulator (NAM), ADX71743
(10 µM) [235] on the production of inositol phosphates (IP) in mGlu7a-transfected HEK cells
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Figure 5. mGlu7 decreases TRN neurons-mediated tonic and phasic GABAA

inhibition in the VPM and TRN.

(a) Representative current traces from WT (left) and mGlu7AAA (right) VPM neurons in the presence of 1

µM TTX. Application of 50 µM gabazine (top, gray bar) induces a baseline shift, reflecting the inhibition of

GABAA tonic current. The expanded traces show phasic mIPSCs recorded in both genotypes. (b) Mean tonic

GABAA current amplitude. (c,d) Mean mIPSCs frequency and amplitude. (e) Representative current traces

from WT (left) and mGlu7AAA (right) TRN neurons in the presence of 1 µM TTX. Tonic GABAA inhibition

was absent in this nucleus (data not shown), in accordance with the absence of extrasynaptic GABAA receptors

in this structure. (f,g) Mean mIPSCs frequency and amplitude. ** P<0.01, *** P<0.001, Mann-and-Withney

test. Error bars indicate SEM.
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(Fig.6a,b). CPPG inhibited only the agonist-dependent mGlu7a receptor activation, while
ADX71743 inhibited both agonist-dependent and agonist-independent activity of the recep-
tor. The basal IP1 level was higher in mGlu7a-transfected than non-transfected (mock) cells,
suggesting that the expression of the mGlu7a receptor is sufficient per se to induce IP1 pro-
duction, in the absence of agonist. In mGlu7a-transfected cells, basal IP1 production was
stimulated by L-AP4, reversed by ADX71743, but not modified by CPPG suggesting that the
mGlu7a receptor has a constitutive activity (Fig.6b).

The mGlu7a mediates tonic inhibition of glutamate and GABA release in
VPM and TRN synapses

If the mGlu7a receptor displays constitutive activity, the NAM should reverse the receptor-
induced inhibition of neurotransmitter release and enhance the postsynaptic response ampli-
tude. To test this hypothesis, we first electrically stimulated intra-TRN synapses and found
that the amplitude of eIPSCs were increased by ADX71743 in WT mice (31.2 ± 9.7 % ; n =
12). In this context the contribution of glutamate release to activation of the receptor should
be limited. Hence, we could conclude that the mGlu7a receptor constitutively inhibits GABA
release by TRN neurons. The effect of the NAM was minimal in mGlu7AAA mice (0.56 ± 10.8
% ; n = 13 ; p=0.0297 ; Fig.6c,d), implying that this constitutive activity is dependent on
mGlu7a PDZ ligand-binding site.

In a similar way we looked at VPM to TRN glutamatergic synapses and found that eEPSCs
were increased by ADX71743 in WT mice (31.2 ± 9.8 % ; n = 15). Although we cannot exclude
a contribution of elicited glutamate release to the activity of the receptor, we may deduce that
at least part of the effect was due to a constitutive activity as observed in GABA synapses.
The effect of the NAM was much smaller in mGlu7AAA mice (1.9 ± 9.2 % ; n = 13 ; p=0.0111 ;
Fig.6e,f). This constitutive activity of mGlu7 receptors should lead to an inhibition of voltage-
gated calcium channels, which would decrease Ca2+ entry into WT synapse terminals. This
would be consistent with our previous results showing that the synaptic facilitation is favoured
and depression is reduced in mutant mice, in the absence of exogenous agonists.

In vivo induction of a lethargic state and absences seizures by the mGlu7
receptor-specific NAM

What is the physiological role of the mGlu7 receptor allosteric activity ? We examined this
issue in vivo by comparing the effects of ADX71743 (100 mg/kg i.p.) or vehicle alone (b-
cyclodextrine, CD) in WT and mGlu7AAA mice. Control CD-injected mice showed no modifi-
cation of the EEG pattern and continued their exploratory activity or grooming. The majority
of WT mice (31 out of 36 mice) injected with the NAM showed a net decrease of exploratory
activity and reactivity. Such a lethargic status appeared 5 ± 0.5 min after injection and lasted
43.8 ± 3.7 min. mGlu7AAA mice showed the typical repeated absence-like behaviour previously
reported by our group [41], with episodes of exploratory activity arrest and facial myoclonus.
Administration of the NAM did not worsen their reactivity (n = 32). The analysis of cortical
EEG activity in WT mice treated with the ADX71743 revealed an increase of the power of
the 0-4 Hz delta band and 4-8 theta band [349], with appearance of 1-3 s lasting waxing-
and-waning spindles typical of non-REM sleep (Fig.7c, n = 21 mice). In a few cases (4 out
of 21), on top of the described sleep-related activity, we observed spike-and-wave discharges
with an intrinsic frequency of 8 to 10 Hz, similar to those spontaneously arising in non-treated
mGlu7AAA mice (Fig.7b,d and [41]). As both lethargy and absence seizures are supported
by the thalamo-cortical network activity, these data suggest that constitutive activity of the
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Figure 6. mGlu7 tonically inhibits thalamic synapses via its constitutive activity.

(a) Schematic representation of receptor-ligand interactions and their consequences on receptor activation.

Top : glutamate and L-AP4 bind to the canonical, orthosteric site and induce G-protein activation on top

of putative basal, constitutive G-protein activation. Bottom left : a classical antagonist (e.g. CPPG) blocks

agonist-dependent G-protein activation, but not the constitutive activation. Bottom, right : a negative allosteric

modulator (NAM, e.g. ADX71743) binds to a site distinct from the agonist binding site and blocks both agonist-

dependent and constitutive G-protein activation. (b) Normalized IP1 production in HEK cells transfected or

not (mock) with mGlu7a receptor cDNA. Note that transfection of the mGlu7a receptor in the absence of

agonist induces per se an increase in intracellular signalling. The group III mGluR antagonist CPPG does

not block basal IP1 production, while the NAM ADX71743 does. (c,d) Representative GABA current traces

and mean eIPSCs activation within the TRN of WT (left) and mGlu7AAA (right) mice following ADX71743

(10 µM) application. Electrical stimulations are indicated by black arrows. (e,f) Same as in panels c,d for

eEPSCs measured in TRN neurons responding to VPM stimulation. * P<0.05, ** P<0.01, Mann-and-Withney

or t-student test. Error bars indicate SEM.

mGlu7 receptor via the PDZ-ligand signalling pathway prevents unbalanced activity of the
network accompanied by abnormal sleep-related behaviour or seizures.

Discussion

Genetics mouse models allowed a deeper understanding of the mGlu7 receptor synaptic func-
tions. Interestingly, mGlu7 KO and mGlu7AAA KI mice display different phenotypes [415, 41],
suggesting specific synaptic functions of mGlu7a receptor-PDZ ligand interaction. We show
here that this pathway is involved in the control of both evoked and spontaneous activity
of thalamic neurons. We also demonstrate the involvement of the mGlu7a receptor in short-
term plasticity enhancement, reinforcing depression and slowing down facilitation in WT mice.
Finally, we demonstrate a constitutive activity of the mGlu7a receptor in vitro and in vivo,
by using the new selective negative allosteric modulator, ADX71743. The receptor tonically
modulates both GABAergic and glutamatergic transmission and short-term plasticity in phy-



II.3 Contrôle de la boucle thalamo-corticale par le récepteur mGlu7a 111

Figure 7. EEG activity induced by mGlu7 receptor mutation and treatment with
the mGlu7 NAM.

Example EEG traces, corresponding short-time Fourier transform representation (frequency over time) and

frequency band raw power are shown for WT mice injected with the either the vehicle alone (a) or the mGlu7

NAM (c,d) and for a mGlu7AAA mouse showing spontaneous SWD (b). Traces in (c,d) show respectively spindle-

like and SWD-like activity. In (a) the colour legend for the different frequency bands analysed is depicted.
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siological conditions through partial agonist-independent/constitutive activity.

Auto- and hetero-synaptic control of the thalamo-cortical loop excitability
by the mGlu7a receptor-PDZ ligand signalling

A few studies have highlighted the link of group III mGluRs with absence seizures [41, 447].
Absence seizures are due to thalamo-cortical network aberrant oscillations, supported by reci-
procal connections between glutamatergic VPM and GABAergic TRN neurons, and somato-
sensory cortex [221, 456].

In this study we focussed our attention on thalamic synaptic terminals and show that the
mGlu7a receptor inhibits both glutamate and GABA release, and controls EPSC and IPSC
adaptation in VPM and TRN presynaptic sites. Our results demonstrate that the mGlu7a
receptor is an essential modulator excitability both by down-regulating the strength of VPM
inputs within TRN, and by affecting the intra-TRN transmission. We also found that both
phasic and tonic inhibitions are increased in both VPM and TRN in mGlu7AAA mice, illus-
trating a higher spontaneous activity of reticular neurons. The mGlu7a receptor seems thus
to control spontaneous GABA release by TRN neurons. Similary, Errington and colleagues
showed an inhibition of the tonic GABAA current by group III mGluRs in the thalamic neu-
rons, although the concentrations of L-AP4 used were rather low to fully activate the mGlu7
receptor [160]. Group III mGluRs thus seem of particular importance to regulate neuronal
excitability by modulating both phasic and sustained synaptic responses.

Taken together, our data suggest an excessive activation of VPM → TRN, VPM → L4 FS
interneurons and intra-TRN synapses in mGlu7AAA mice (Fig.8a). What does this tell us ?

• Over-activation of TRN neurons by VPM cells can induce a hyper-excitation of reticular
neurons, and thus increase the inhibitory feedback of reticular neurons within VPM
nucleus via a VPM → TRN → VPM pathway. This indirect effect is amplified by the
reticular neurons-mediated spontaneous phasic and tonic hyper-inhibition of thalamic
cells. Interestingly, increased TRN neurons-mediated tonic inhibition has been observed
in all the other absence epilepsy models [110]. As VPM and TRN neurons express T-
type voltage-dependent Ca2+ channels, their hyper-polarization is able to switch their
firing from tonic to burst mode, typically observed during absence seizures [221]. Thus
in mGlu7AAA mice, VPM neurons would be more susceptible to generate bursts.

• Layer 4 FS interneurons are known to mediate fast and powerful perisomatic IPSCs,
and are responsible for the main feedforward inhibition in the TC network [114, 398].
The inactivation of the mGlu7a receptor in VPM → FS interneurons pathway induces
their over-activation in layer 4, and should thus increase the cortical inhibition and
synchronisation mediated by these interneurons [473].

• Intra-TRN inhibition is able to desynchronize reticular neurons activity [32]. In the young
mGlu7AAA KI mice used for slice recording, our results suggest that intra-TRN inhibition
is increased, and this effect should therefore be protective against absence seizure, by
preventing synchronisation of the TRN neurons activities. Intra-TRN connections are
known to slowly disappear during the cerebral maturation in mice [392]. This protective
effect may be lost in adult mice displaying spontaneous absence seizures, and may support
difference in the age at which the first seizures appear in the rodent models of absence
epilepsy compared to human.
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Figure 8. Schematic representation of the thalamic network alterations observed
in this study.

Left, functional abnormalities observed in mGlu7AAA mice or induced by the mGlu7 NAM. Synapses presenting

modified neurotransmission, plasticity, and neuronal hyperexcitability are illustrated by enlarged lines (non-

studied synapses are shaded). Center, WT mGlu7 signalling via agonist-dependent and constitutive activity

controls Cav channels responsible for neurotransmitter release. Right, mutation of the receptor or in vivo admi-

nistration of the negative allosteric modulator induce paroxistic spindle waves and spike-and-wave discharges,

accompanied by a lethargic behaviour.

All these data (recapitulated in Fig.8) highlight the fact that the physiological function of
this glutamatergic receptor seems of particular importance to control inputs onto GABAergic
neurons and their excitability state.

An interesting question is raised by the consistently smaller response in some mGlu7AAA

synapses compared toWT. These synapses displayed high EPSC or IPSC amplitudes (> 50 pA)
in WT, while no difference was observed in intra-TRN low amplitude postsynaptic currents.
This could reflect a variety of mechanisms. First, the lack of mGlu7a-mediated Cav channels
inhibition in mutant mice might induce a sustained glutamate and GABA release by VPM
and TRN axon terminals respectively. Indeed, we showed that spontaneous GABA release by
TRN neurons is increased in mutant mice. As TRN and cortical L4 neurons receive other
glutamatergic inputs in addition to VPM afferents, we could not examine the VPM neuron
spontaneous activity. Ca2+ accumulation into mGlu7 receptor-expressing axon terminals may
also induce higher facilitation and decreased depression, as observed in mutant mice synapses.
These effects might deplete the releasable pool of neurotransmitter in presynaptic sites, leading
to a synaptic fatigue. An alternative explanation could be internalization of postsynaptic
receptors after sustained neurotransmitter release.

The mGlu7a receptor constitutively inhibits glutamate and GABA release

Several G-protein coupled receptors (GPCRs) display an agonist-independent/constitutive ac-
tivity, in some cases due to pathological mutations [53, 424]. Amongst mGluRs, only rare
examples regarding the mGlu1 and mGlu5 sybtypes have been reported in neurons [9, 399].
The existence of a tonic mGlu7a receptor-mediated inhibition of P/Q type Ca2+ channels was
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shown by our group in cultured cerebellar granule cells, which is antagonized by binding of
the protein kinase C substrate MacMARCKS to the receptor C-terminal receptor tail [40].
Our results with the mGlu7 receptor-selective NAM demonstrate a constitutive activity of the
mGlu7a receptor which depends on its coupling via the PDZ ligand motif in glutamatergic as
well as GABAergic synapses. Interestingly, work from Turner and Salt showed that two or-
thosteric mGluR antagonsits, MAP4 and LY341495, had no effect on evoked EPSPs amplitude
in thalamo-cortical slices, suggesting the absence of endogenous, glutamate-depedent activity
[489].

In vivo administration of ADX71743 showed that the mGlu7 receptor has a basal activity,
which is instrumental for controlling the TC loop, as its blockade causes modification of cortical
EEG rhythms and lethargy in WT mice (Fig.8). The border between the lethargic effect
and absence seizures seem blurry, as in a few animals the EEG revealed SWDs typical of
epileptic seizures. The lack of effect of ADX71743 in mGlu7AAA mice suggests the PDZ ligand-
dependent pathway as essential for receptor functions, which was consistent with previous
findings [326, 379]. Alternatively, one could imagine an occlusion mechanism between the
mutation of the receptor PDZ ligand motif and the action of ADX71743. Taken together, these
data indicate that the mGlu7a receptor-PDZ ligand pathway tonically modulates glutamate
and GABA release by thalamic axon terminals, in an agonist-independent manner.

In vitro activation of group III mGluRs by L-AP4 decreases the duration of epileptiform
oscillations duration in the TC circuitry [261]. The authors showed that the mGlu7 activation
reduces spindle oscillations, which typically occur during the early stage of sleep or during
active phases of slow-wave-sleep oscillations. This is consistent with our in vivo observations,
where blockade of the mGlu7 receptor by ADX71743 enhances thalamic oscillations in WT
mice. In the presence of this mGlu7 receptor specific NAM, EEG events representative of both
spindle and absence seizures were observed in association with drowsiness and behavioural ar-
rest. Thus, it appears that the mGlu7 receptor controls the global thalamic state of excitability,
slowing down its ability to switch from the tonic to the oscillatory mode.

Towards a re-evaluation of the role of the mGlu7a receptor in the thalamo-
cortical loop

Despite its wide distribution and conservation among species [249, 170], the mGlu7 receptor
remains the "ugly duckling" of mGluRs, due to the long-standing absence of specific pharma-
cology. The mGlu7 receptor is expressed in the active zone of presynapstic terminals [436],
suggesting a subtle modulatory function. Here we took advantage of the combination of a
genetic mouse model and new compound to challenge the classical view of the mGlu7 receptor
as a low-pass filter. The tonic mGlu7a receptor-mediated inhibition of both glutamatergic and
GABAergic VPM and TRN synapses suggests that the receptor can also control basal synaptic
transmission by constantly and specifically shaping low frequency excitatory and inhibitory
postsynaptic responses.

Several studies have highlighted the impact of the tonic GABAA current on the control
of neuronal excitability, with implications in different pathologies such as epilepsies, stress or
depression-related paradigms [192]. We demonstrate here a negative feedback control of the
mGlu7 receptor on tonic GABAA current. Given its low affinity for glutamate it is plausible
that, in physiological conditions, the mGlu7 receptor acts mainly via its constitutive rather
than phasic agonist-dependent activity, at least in GABAergic synapses where the concentra-
tion of glutamate is expected to be well below the millimolar range required to activate the
receptors.
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Pelkey et al. showed that the combination of mGlu7 receptor activation and mossy fibers
high frequency stimulation induces a PICK1-dependent long-term depression in hippocam-
pus [376]. We found that in the thalamo-cortical network mGlu7a receptor-expressing WT
synapses display higher synaptic depression than mGlu7AAA mutant synapses. It thus appears
that the mGlu7 receptor-PDZ ligand signalling participates in both short-term and long-term
plasticity, the neural basis of many cognitive and emotional processes [352]. The tonic control
of synaptic function by mGlu7a receptors could also impact network development : the phe-
notypic abnormalities found in mGlu7 receptor mutant models reflect the strength of these
synaptic controls in WT CNS.

In human, GRM7 gene polymorphisms have recently been associated with autism [518],
schizophrenia [356], attention deficits and hyperactivity [372], age-dependent auditive deficits
[176], although not yet to epilepsies [195]. By acting directly on on both excitation and inhibi-
tion, the mGlu7a receptor could provide a new therapeutic target against absence epilepsies,
and more generally other motor or psychiatric neuropathologies resulting from unbalanced
neuronal excitation/inhibition. Indeed, the emerging field of positive and negative allosteric
modulation of the mGlu7a receptor offers a considerable potential for the development of novel
therapeutics.

Online Methods

Mice.

All animal procedures were conducted in accordance with the European Communities Council
Directive (2010/63/EU) and approved by the French Ministry for Agriculture. The genera-
tion and characterization of the mutant mice are described elsewhere (mGlu7AAA/AAA mouse,
herein named mGlu7AAA mice, [524]).

Acute thalamo-cortical slices preparation.

All chemicals used to prepare electrophysiological solutions were purchased from Sigma-Aldrich.
mGlu7AAA or wild-type littermates male and female mice aged P15-P21 were deeply anes-
thetized by inhalation of isoflurane, and slices were prepared with a vibratome (Campden
Instruments) as previously described (350 µm-thick, 35◦ tilt from coronal [114]) to study sy-
napses between TRN and VPM neurons, and VPM to cortex layer 4 neurons. As intra-TRN
projections are more often in the horizontal plan, we prepared 230 µm-thick horizontal slices
to study intra-TRN synapses. We then incubated slices at 32◦C for 1 h and then at 24-26◦C,
in artificial cerebrospinal fluid (ACSF) containing (in mM) 120 NaCl, 2.5 KCl, 1.6 NaH2PO4,
1.3 MgCl2, 2.5 CaCl2, 27 NaHCO3 and 22 glucose, equilibrated with 95% O2 and 5% CO2,
pH 7.4.

Whole-cell recordings.

Following incubation, brain slices were transferred to the recording chamber and superfused
with ACSF (2 ml/min, 32◦C). For EPSC recording ACSF was supplemented with D-AP5
(50 µM) and bicuculline (10 µM). For IPSC recording, ACSF was supplemented with CNQX
(10 µM) and D-AP5 (50 µM). All these drugs were purchased from Tocris.Recordings were
obtained from visually identified TRN, VPM and cortical layer 4 neurons using differential
contrast optics with an upright microscope (Olympus) and an infrared CCD video camera
(COHU). Recording electrodes made of borosilicate glass had a resistance of 4–7 MΩ when filled
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with intracellular solution. For thalamic neurons, the internal solution contained (in mM) 115
CsMeSO3, 20 CsCl, 10 HEPES, 0.6 EGTA, 4 Na2-ATP, 0.4 Na-GTP, 10 Na-phosphocreatine,
and 2.5 MgCl2. For cortical layer 4 neurons, the internal solution contained (in mM) 125 K-
gluconate, 10 KCl, 10 HEPES, 0.2 EGTA, 4 Na2-ATP, 0.3 Na-GTP, 14 Na-phosphocreatine,
and 1.8 MgCl2. For both solution, pH was adjusted to 7.3 with CsOH or KOH respectively, and
the osmolarity was 300 mOsm. For all recording conditions, only cells with access resistance
< 18 MΩ and a change of resistance <25 % over the course of the experiment were analysed.
Data were filtered with a Hum Bug (Quest Scientific), digitized at 2 kHz (Digidata 1444A,
Molecular Devices), and acquired using Clampex 10.2 software (Molecular Devices).

Electrical stimulation of VPM and TRN.

Electrical stimulations were delivered via a bipolar stimulation electrode (0.1-1 mA, 100 µs ;
FHC Inc.). To study the effect of the mGlu7 receptor at thalamic presynaptic sites, the sti-
mulation electrode was placed either in the VPM to evoke excitatory post-synaptic currents
(eEPSCs) in TRN neurons, held at -60 mV (inward currents), or in the TRN to evoke inhibi-
tory post-synaptic currents (eIPSCs) within adjacent TRN neurons or VPM neurons, held at 0
mV (outward currents). The group III mGluRs agonist D,L-AP4 (1.2 mM, Tocris Bioscience)
and the mGlu7 receptor negative allosteric modulator (NAM) ADX71743 (10 µM) were ap-
plied and the effects compared between the two genotypes (see Supplementary Methods for
details on pharmacology, synthesis of ADX71743 and minimal evoked monosynaptic responses
details).

Optogenetical stimulation of thalamo-cortical fibers.

Adeno-associated virus carrying cDNA for channelrhodopsin and the fluorescent reporter
mCherry (AAV2/1.CAG.hChR2(H134R)-mCherry ; Karl Deisseroth, Stanford University via
the UPenn VectorCore) were injected into VPM of WT or mGlu7AAA mice at post-natal days
13 (stereotaxic coordinates from olfactive bulb junction were lateral, 2.10 mm ; posterior, 4.50
mm ; and depth, 3.50 mm). The viral titres were 1011 IU/ml and injection volume was 0.7
µl. After allowing 4-8 days for ChR2 expression, acute somatosensory thalamo-cortical slices
were used for in vitro patch-clamp recording (see above). VPM synaptic terminals expres-
sing hChR2-mCherry were stimulated with blue light (LED, 488 nm, 0.1 ms/pulse, 40-200
µW) shined in the barrel cortex layer IV. Cortical neurons were identified as excitatory cells,
Regular-spiking or Fast-Spiking interneurons, according to their electrophysiological proper-
ties (see Supplementary Fig.1). In some cases, at the end of the experiments TC slices
were incubated overnight in phosphate buffer saline solution (PBS) containing 4 % PFA at
4◦C and mounted between microscope slides and coverslips using Mowiol to image the correct
localization of virus-induced expression of hChR2-mCherry with an AxioImager Z1 apotome
and AxioVision software (Zeiss).

Spontaneous phasic and tonic GABAA currents recordings.

TRN and VPM cells receiving TRN neurons inputs were voltage-clamped at -60 mV, and
GABAA receptor-mediated currents were pharmacologically isolated with 10 µM CNQX and
50 µM D-AP5. Miniature IPSCs (mIPSCs) were obtained by adding 1 µM tetrodotoxin (TTX,
Tocris Bioscience) to block action potentials. mIPSCs frequency was analysed and compared
between wild-type and mGlu7AAA mice. Tonic GABAA currents were revealed as a shift in
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baseline current following the addition of the GABAA antagonist gabazine (SR-95531, Sigma
Aldrich) to the perfusing solution.

Time-Resolved Fluorescence Resonance Energy Transfer (TR-FRET) assay.

The production of IP1 by HEK293 cells was tested using TR-FRET assays (see Supple-
mentary Methods for details on cells transfection). TR-FRET assays were performed in
presence of LiCl using anti-IP1 mouse Ab labelled with Erbium cryptate-conjugate (Eb, do-
nor) and d2-conjugated IP1 (d2, acceptor) (Cisbio Bioassays). After 30 min incubation at 37◦C
with stimulation buffer alone (« Base ») or supplemented with a group III mGluRs agonist
(L-AP4, 600 µM) or antagonist (CPPG, 100 µM, Tocris Bioscience) or the mGlu7-specific
NAM ADX71743 (10 µM), acceptors and donors were added and cells incubated for 1 h at
room temperature. The anti-IP1 antibody competes with native IP1 produced by cells and IP1
coupled to the dye d2. The fluorescence of Eb and d2 were measured respectively at 620 and
665 nm (after 50 µs delay) upon 337 nm excitation using a RUBYstar. The resulting signal is
inversely proportional to the concentration of IP1 in samples, determined by using a standard
curve construction [444].

Data analysis.

Whole-cell recordings were analysed using Clampfit 10.2 software (Molecular Device). Res-
ponse amplitudes, short-term plasticity ratios, mIPSCs properties and tonic current amplitudes
between WT and mGlu7AAA mice were compared using the Mann-Whitney test (significance
set at p<0.05). Normalized IP1 concentrations obtained from TR-FRET experiments were
compared using an unpaired t-student test (significance set at p<0.05). All averaged data are
presented as mean ± S.E.M. EEG signals were analysed using Matlab 2013b software (Mat-
works inc.). Short time Fourier transform analysis was applied to the EEG data in order to
obtain the energy of the signal as a function of frequency and time. We extracted a qualitative
measure for each of the EEG frequency bands i (i = δ, θ, α, β, γ). This measurement is defined
as :

Ii(t) =

∫ f i
max

f i
min

I(f, t)dfi = δ, θ, α, β, γ

where (f i
max, f i

min) are the frequency limits for the band i, and I(f, t) is the power spectrum
as a function of frequency f and time t.

Acknowledgements

We thank the IGF/IGH RAM animal facility, N. Marchi and the IPAM platform for help
with the EEG recording and analyses, the ARPEGE platform at IGF for advice on TR-FRET
experiments, K. Deisseroth for the ChR2-mCherry construct, R. Lambert, H. Adesnik, M.
Bagnall, L. Ceolin, S. Dadak for useful discussion, F. De Bock for technical support. V.T. was
supported by grants from the French MRT and the Fondation pour la Recherche Médicale
(FDT20130928376).



118 II. Résultats

Supplementary Methods

Minimal evoked monosynaptic responses : single and 5x10 Hz stimulation.

For electrical and optogenetical stimulation experiments, single-stimulation and train-stimuli
were applied on slices to activate small groups of neurons within TC loop regions, and we
then recorded evoked responses in neurons receiving the input. Immediately after obtaining a
whole cell recording, a few test stimuli were delivered to check the synaptic responsiveness of
the neuron. Once monosynaptic response was clearly seen, evoked excitatory (eEPSCs) or in-
hibitory post-synaptic currents (eIPSCs) respectively were isolated by switching the perfusion
solution from normal ACSF to one containing drugs (isolation of AMPA currents with iono-
tropic GABA and NMDA receptor blockers, 10 µM bicuculline and 50 µM D-AP5 ; isolation
of GABA currents with ionotropic glutamate receptor blockers, 10 µM CNQX and 50 µM D-
AP5 ; Tocris Bioscience). After 7 min drugs perfusion, test stimuli of increasing intensity were
applied to determine the minimal excitability threshold evoking monosynaptic post-synaptic
currents. Averages of 10-20 trials were used to measure the amplitudes of ePSCs, from baseline
to peak.

We also tested the response adaptation by applying five pulses (0.1-1 mA, 100 µs dura-
tion) at 10 Hz, close to natural whisker-input frequency into the thalamus during exploratory
whisking [253]. Averaged 10 trials of 10 s inter-trials were used to measure the five peak ampli-
tudes. Short-term plasticity depends on a presynaptic modulation of neurotransmitter release,
which is reflected post-synaptically by an increase (synaptic facilitation) or decrease (synaptic
depression) of ePSCs along the stimulation train. Adaptation ratios were calculated as the
percentage of the response amplitude to pulse 2 to 5 divided by the response amplitude to the
pulse 1. In experiments in which we added supplementary drugs in the perfusing solution, we
repeated single-stimulation and train-stimuli protocols after 7 min.

HEK293 transfection.

As HEK293 do not endogenously express the Gi/o protein mediating the mGlu7 receptor
intracellular signalling, we used the chimeric Gq/io (GqTOP) protein which is able to link
all RCPGs. Stimulation of mGlu7a/GqTOP pathway activates phospholipase C (PLC) [379],
which hydrolyzes phosphatidylinositol bisphosphate (PIP2) to form two second messengers,
inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) and diacylglycerol (DAG). IP3 is very rapidly hydrolyzed to
IP2 then to IP1, and finally to inositol by a series of enzymatic reactions [39] blocked by
lithium chloride (LiCl) [444]. HEK293 cells were transfected by electroporation (250 V-500
µF for 5.106 cells) with plasmids expressing the GqTOP protein and the glutamate transpor-
ter EAAC1, associated with vehicle plasmids (control, MOCK) or mGlu7 receptor-expressing
plasmid [379]. Cells were plated at 150,000 per well (each condition in triplicate) in 96-well
sterile, black microplates in DMEM supplemented with 10% FCS. After 24 h, DMEM medium
was replaced by GlutamaxT M (GIBCO) 2 h before performing TR-FRET experiments. Notice
that the expression of EAAC1 as well as GlutamaxTM allowed to obtain a minimal glutamate
extracellular concentration, to avoid glutamate-mediated activation of the mGlu7 receptor.

ADX71743 synthesis

ADX71743 was synthesized according to the following scheme (WO03/055868 : Galcera Contour
M-O, Lavergne O, Brezak Pannetier M-C, Prevost G. "Benzothiazole-4,7-dione and benzooxazole-
4,7-dione derivatives, their preparation, and their use as inhibitors of cdc25 and CD45 phos-
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phatases").

(E)-4-(2,4-dimethylphenyl) but-3-en-2-one (1) (El-Batta A, Jiang C, Zhao W, Anness
R, Cooksy AL, Bergdahl M. "Wittig reactions in water media employing stabilized ylides with
aldehydes. Synthesis of α,β-unsaturated esters from mixing aldehydes, α-bromoesters, and
Ph3P in aqueous NaHCO3". Journal of Organic Chemistry (2007), 72(14), 5244-5259).
To a solution of 2.4 dimethylbenzaldehyde (500 mg, 3.73mmol, 1eq) in methanol/water 1 :1 (8
ml) was added 1-triphenyl-phosphoranylidene-2-propanone (1.2 g, 3.73 mmol, 1 eq) and the
mixture was refluxed for 2h. After cooling, the solvent was removed under reduced pressure.
The residue was extracted with dichloromethane (3*50 ml). The combined organic layers were
dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated under vacuum. The crude was chro-
matographed on a silicagel column with cyclohexane/ ethyl acetate (85 :15) to afford 1 as a
slightly yellow oil (613.6 mg, 3.53 mmol, 94.5 %).

TLC : Rf=0.47 (cyclohexane/ethyl acetate 8 :2, UV) 1H NMR (500 MHz, CDCl3) : δ 2.21
(s, 3H), 2.25 (s, 3H), 2.28 (s, 3H), 6.50 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 6.89 (s, 1H), 6.90 (d, J = 8.2
Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 16.2 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) : δ 19.2, 20.9, 27.2, 126.0, 126.6, 126.9, 130.1, 131.3, 137.4,
140.1, 140.2, 197.6.

MS (ESI) : m/z 175.2 [M+H]+

5-(2,4-dimethylphenyl)cyclohexane-1,3-dione (2) (Courtney SM, Whittaker M, Mather
OC, Yarnold CJ, Barker OR, Montalbetti CAGN, Hesterkamp T, Gardiner MD. "Preparation
of 2-amino-7,8-dihydro-6H-quinazolin-5-one oximes having HSP90 inhibitory activity". PCT
Int. Appl. (2008), WO 2008142720 A2 20081127).
To a solution of 1 (4.36 g, 25 mmol, 1 eq) in dry ethanol (20 ml) was added NaOEt (21%
in ethanol) (19.4 ml, 0.127 mol, 5 eq) and diethylmalonate (3.9 ml, 25 mmol, 1 eq) under
stirring. The mixture was stirred at refluxed for 1h30. The reaction mixture was cooled to
ambient temperature. An aqueous solution of sodium hydroxide (2 M, 20 ml) was added to
the reaction mixture, which was heated at 80◦C for 3h. Ethanol in excess was removed by
evaporation. The mixture was acidified with conc.HCl (20 ml) and the reaction mixture was
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refluxed for 3h30 and left to cool to ambient temperature. The compound was extracted with
ether (3*200 ml). The combined organic layers were dried over magnesium sulfate, filtered
and concentrated under vacuum. The crude was chromatographed on a silicagel column with
dichloromethane/ethyl acetate (6 :4) to afford a pale yellow oil (2) (4.1 g, 19 mmol, 75.6 %).

TLC : Rf = 0,46 (dichloromethane/ethyl acetate 85 :15, UV) 1H NMR (250 MHz, CDCl3) :
δ 2.29 (s, 6H), 2.56-2.63 (m, 1H), 2.75-2.83 (m, 3H), 3.34-3.45 (m, 1H), 3.50-3.57 (m, 1H),
4.09-4.30 (m, 1H), 7.00-7.03 (m, 3H).
13C NMR (126 MHz, CDCl3) : δ 19.5, 21.2, 37.2, 43.0, 103.4, 126.4, 127.9, 132.2, 136.3, 136.7,
140.6, 198.0.

MS (ESI) : m/z 215.2 [M-H]−

2-diazo-5-(2,4-dimethylphenyl)cyclohexane-1,3-dione (3) (Presset M, Mailhol D, Co-
querel Y, Rodriguez J. "Diazo-Transfer Reactions to 1,3-Dicarbonyl Compounds with Tosyl
Azide". Synthesis 2011(16) : 2549-2552).
To a solution of 2 (100 mg, 0.46 mmol, 1 eq) in acetonitrile (10 ml) was added a solution of p-
toluenesulfonylazide (13 % in toluene) (785 µl, 0.46 mmol, 1 eq) and K2CO3 (76 mg, 0.55 mmol,
1.2 eq). The mixture was protected from light and stirred overnight at room temperature. The
mixture was then concentrated and the compound was extracted with dichloromethane (3*50
ml). The combined organic layers were dried over magnesium sulfate, filtered and concentrated
under vacuum. The crude was chromatographed on a silicagel column with dichloromethane/
ethyl acetate (9 :1) to afford a white solid (3) (78.2 mg, 0.32 mmol, 70.3 %).

TLC : Rf = 0,76 (dichloromethane/ethyl acetate 8 :2, UV and ninhydrin).

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : δ 2.27 (s, 3H), 2.28 (s, 3H), 2.63-2.74 (m, 4H), 3.53-3.58 (m,
1H), 7.00-7.04 (m, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) : δ 19.1, 20.8, 32.0, 43.7, 84.3, 124.7, 127.3, 131.8, 135.1, 136.4,
136.7, 189.5.

MS (ESI) : m/z 243.11235 [M+H]+

6-(2,4-dimethylphenyl)-2-ethyl-6,7-dihydrobenzo[d]oxazol-4(5H)-one (ADX71743)
(Kallstrom K, Hedberg C, Brandt P, Bayer A, Andersson Pher G "Rationally designed ligands
for asymmetric iridium-catalyzed hydrogenation of olefins". Journal of the American Chemical
Society (2004), 126(44), 14308-9).
To compound 3 (2.02 g, 8.35 mmol, 1 eq) was added propionitrile (2.3 g, 41.7 mmol, 5 eq) and
rhodium (II)-acetate dimer (6.88 mg, 16.7 µmol, 0.002 eq). The mixture was heated at 60◦C
for 1 h, cooled to room temperature and the crude was chromatographed on a silicagel column
with dichloromethane/ ethyl acetate (98 :2) to afford a pale yellow solid (ADX71743) (994
mg, 3.70 mmol, 44.2 %). TLC : Rf = 0,23 (dichloromethane/ethyl acetate : 9 :1, UV).

1H NMR (500 MHz, CDCl3) : δ 1.41 ( t, J = 7.6 Hz, 3H), 2.29 (s, 3H), 2.31 (s, 3H), 2.72 (dd,
J = 16.4 and 3.9 Hz, 1H), 2.84 (d, J = 16.4 Hz, 1H), 2.85 (qu, J = 7.6 Hz, 2H), 3.10-3.13 (m,
2H), 3.83 (m, 1H), 7.06 (s, 1H), 7.07 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.20 (d, J = 7.8 Hz, 1H).



II.3 Contrôle de la boucle thalamo-corticale par le récepteur mGlu7a 121

13C NMR (126 MHz, CDCl3) : δ 11.1, 19.4, 21.0, 21.9, 29.5, 36.9, 44.9, 125.5, 127.4, 132.0,
134.3, 135.3, 137.0, 137.1, 163.5, 166.6, 190.5.

HRMS calculated for [C17H20O2N]+ : 270.14940
HRMS found for [C17H20O2N]+ : 270.14862

Elementary analysis calculated, % : C 75.81 ; H 7.11 ; N 5.20.
Elementary analysis found, % : C 75.18 ; H 6.95 ; N 4.36.

HPLC : macherey nagel (125 mm x 4.0 mm, 5 µm). Flowrate : 0.7 ml/min et λ = 254 nm
solvant A (water / methanol / HCOOH : 900 : 100 : 1) and solvant B (water / methanol /
HCOOH 200 : 800 : 1) TR = 19.6 min.
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Supplementary Figures

Supplementary Figure 1. Elec-
trophysiological properties of L4
neurons : classification in three
classes. (a) Representative voltage traces

from cortical layer 4 excitatory neurons (i.e

pyramidal and spiny stellate cells, left), Fast-

Spiking (middle) and Regular-Spiking (right)

GABAergic interneurons responding to 300

pA (top) and 600 pA (bottom) injection.

Their different firing patterns reflect intrin-

sic properties proper to each neuron type,

and are identical in WT and mGlu7AAA mice

(data not shown). (b) Histograms recapitula-

ting the parameters used to discriminate bet-

ween the neuron subtypes. Data from WT and

mGlu7AAA mice are pooled, and each graph

show neuron firing properties to 300, 400, 500

and 600 pA injection. Fast-Spiking interneu-

rons firing is very different from excitatory and

Regular-Spiking neurons : they display high-

frequency action potentials (AP) with elevated

after-hyperpolarisation potential (AHP) and

low AP half-width. The spike ratio, which re-

flects the difference in inter-event interval bet-

ween the two first and the four last AP, is

high, illustrating that Fast-Spiking interneu-

rons AP are non-adaptative. Their rheobase,

which corresponds to the lowest current nee-

ded to induce at least one AP, is high, reflec-

ting the fact that Fast-Spiking interneurons

respond to elevated current stimuli only. On

the other hand, Regular-Spiking interneurons

display higher AP frequency and AHP than

excitatory neurons, but lower AP half-width.

Both excitatory and Regular-Spiking neurons

show a low rheobase and a strong AP adapta-

tion. Error bars indicate SEM.



II.3 Contrôle de la boucle thalamo-corticale par le récepteur mGlu7a 123

Supplementary Figure 2. Absence of mGlu7-dependent inhibition at TRN to
VPM synapses.

(a) Experimental configuration, including positions of recording electrode into the VPM and electrical stimulus

on TRN. (b) Amplitude of GABA IPSCs plotted vs. stimulation intensity for each neuron in both genotypes

(WT and mGlu7AAA mice). (c) Threshold stimulation intensities showing no difference between the genotypes.

The lower IPSCs amplitude might reflect presynaptic fatigue in mGlu7AAA mice due to the high frequency

of spontaneous GABA release from these synapses (cf. Fig.5). (e) Representative GABA current traces from

VPM neurons responding to TRN single (top) or 5x10 Hz (bottom) stimulation of WT (left) and mGlu7AAA

(right) mice. Electrical stimulations are indicated by black arrows. (f,g) D,L-AP4-induced IGABA inhibition

and short-term depression ratios are similar in both genotypes. ** P<0.01, Mann-and-Withney test. Error bars

indicate SEM.
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II.3.3 Discussion de l’article

Dans cette étude, nous avons montré que le récepteur mGlu7a inhibe non-seulement la libéra-
tion de glutamate, mais aussi de GABA dans différents relais de la boucle thalamo-corticale.
De plus, le récepteur mGlu7a participe également à l’induction de la plasticité à court terme,
en favorisant la dépression synaptique.

Le récepteur mGlu7a semble être un modulateur essentiel de l’excitabilité des neurones
réticulaires, d’une part en diminuant la force des entrées en provenance du VPM et d’autre
part en freinant la transmission intra-NRT. Nous avons également trouvé que les inhibitions
phasique et tonique étaient augmentées dans le VPM et le NRT des souris mGlu7AAA, reflé-
tant une hyperactivité spontanée des neurones réticulaires. Le récepteur mGlu7a semble donc
nécessaire pour réguler négativement l’activité spontanée de ces neurones et par conséquent
le tonus inhibiteur au sein du VPM. Ce résultat est en accord avec plusieurs études montrant
que les mGluRs du groupe III inhibent les courants toniques GABAergiques au niveau du tha-
lamus [160] et avec de précédents travaux mettant en évidence l’impact essentiel des courants
toniques inhibiteurs dans le contrôle de l’excitabilité de différentes structures du SNC [192].
Le contrôle du récepteur mGlu7a sur les courants GABAA toniques devrait donc fortement af-
fecter l’excitabilité thalamique. Ainsi, il apparait que les mGluRs du groupe III et le récepteur
mGlu7 en particulier sont de cruciaux modulateurs de l’état d’excitabilité global du thalamus
et ce en contrôlant à la fois les réponses phasiques et les réponses toniques au sein du réseau.

Chez la souris mutante mGlu7AAA, la suractivation des neurones du NRT par les afférences
du VPM combinée à l’hyperactivité spontanée des neurones réticulaires pourrait induire la
sur-inhibition des neurones du VPM et des neurones adjacents du NRT. Etant donné que
ces neurones thalamiques expriment les canaux calciques de type T, cette hyperpolarisation
serait susceptible d’affecter leur mode de décharge : l’ouverture de ces canaux lorsque leur
potentiel de membrane atteint -70 mV génère des bouffées de potentiels d’action calciques de
forte amplitude ("bursts") typiquement observés lors des crises d’absence ou des fuseaux de
sommeil [32, 118, 221, 456]. De façon intéressante, l’augmentation du tonus inhibiteur médié
par les neurones réticulaires a été observée chez tous les autres modèles d’épilepsie absence
[110] et cela est également confirmé chez les souris KI mGlu7AAA.

Remarquez que l’inhibition intra-NRT est capable de désynchroniser l’activité des neurones
réticulaires [32, 449]. Chez les jeunes souris KI mGlu7AAA, l’inhibition intra-NRT est augmen-
tée. Cet effet devrait donc être protecteur contre l’apparition des crises d’absence, en limitant
les activités synchrones au sein du NRT. Cependant, les connexions formées par les neurones
réticulaires adjacents sont connues pour disparaitre progressivement lors de la maturation cé-
rébrale chez la souris [393]. Ainsi, cet effet protecteur serait perdu chez les souris mGlu7AAA

adultes et pourrait expliquer la différence d’âge d’apparition des crises chez ce modèle animal
par rapport à l’homme chez qui l’épilepsie absence est une maladie de l’enfance.

Nos résultats montrent également que l’inactivation du récepteur mGlu7a dans les affé-
rences thalamo-corticales au niveau des interneurones Fast-Spiking de la couche corticale IV
augmente la force de ces entrées. Les interneurones Fast-Spiking sont connus pour médier de
puissantes réponses périsomatiques et sont particulièrement impliqués dans l’inhibition en aval
des entrées en provenance du VPM au sein de la boucle thalamo-corticale [114, 398]. Le ren-
forcement des afférences thalamo-corticales sur les interneurones FS est susceptible d’induire
leur suractivation et par conséquent d’augmenter l’inhibition et la synchronisation de l’activité
corticale [472, 473]. L’ensemble de ces données souligne le fait que la fonction physiologique
du récepteur mGlu7a est particulièrement importante pour le contrôle des entrées au niveau
des neurones GABAergiques et de leur état d’excitabilité.
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Les réponses postsynaptiques enregistrées dans certaines synapses présentaient une am-
plitude basale significativement plus faible chez la souris mGlu7AAA. Ces mêmes synapses
présentaient des courants AMPA ou GABA élevés (>50 pA) chez la souris sauvage, alors
qu’aucune différence n’a été observée dans les synapses intra-NRT présentant des réponses de
faibles amplitudes chez les deux génotypes. Cela dénote un certain lien entre la force de la
réponse et l’impact du récepteur mGlu7 sur cette réponse. Ces différences pourraient reflé-
ter deux mécanismes différents, tous deux liés directement ou indirectement à l’augmentation
de Ca2+ présynaptique chez la souris mutante. La perte d’inhibition des canaux calciques
voltage-dépendants par la voie mGlu7a-PICK1 chez le KI mGlu7AAA pourrait induire une
libération de glutamate et de GABA soutenue par les terminaisons axonales des neurones
du VPM et du NRT respectivement. L’accumulation anormale de Ca2+ dans la présynapse
augmenterait non seulement la transmission évoquée par l’arrivée d’un ou plusieurs potentiels
d’action (en renforçant la facilitation et/ou en diminuant la dépression synaptique, comme
observé dans les synapses mGlu7AAA), mais aussi les libérations spontanées de neurotrans-
metteurs par les présynapses. Nous avons confirmé cette hyperactivité spontanée des neurones
du NRT. Cependant, étant donné que le NRT et la couche IV corticale reçoivent d’autres
afférences glutamatergiques en plus de celles du VPM, cela n’a pas pu être vérifié pour les
neurones du VPM. Le fait d’augmenter la libération synaptique nécessite un renouvellement
en neurotransmetteur efficace et rapide au niveau présynaptique. Si les machineries permet-
tant ce renouvellement sont dépassées, cela pourrait engendrer une diminution des stocks en
neurotransmetteurs disponibles et une fatigue synaptique reflétée par une diminution d’ampli-
tude des réponses. De plus, les récepteurs postsynaptiques pourraient être internalisés suite à
la libération soutenue de neurotransmetteur. Dans les deux cas, les synapses les plus actives
seraient les plus affectées, comme nous l’avons observé dans cette étude.

Les récepteurs NMDA assurent avec les récepteurs AMPA la réponse postsynaptique dans
les synapses glutamatergiques thalamiques. Dans nos conditions d’enregistrement, nous blo-
quions les canaux NMDA avec l’antagoniste D-AP5. Si l’on compare la proportion des courants
AMPA par rapport aux courants totaux (obtenus en ACSF seul), cela donne une indication
sur l’implication respective des récepteurs AMPA et NMDA dans l’élaboration de la réponse.
Ces ratios étaient identiques chez les souris WT et mGlu7AAA (Fig.II.7), suggérant que la
proportion de récepteurs AMPA et NMDA postsynaptiques fonctionnels est identique chez
les deux génotypes. Ainsi, bien que les amplitudes des courants AMPA soient différentes chez
les souris WT et mGlu7AAA, cela ne semble pas provenir d’un déséquilibre entre les courants
AMPA et NMDA postsynaptiques.

Nous avons également montré que la transmission et la plasticité basale synaptiques, en
absence d’agoniste exogène, étaient modifiées chez la souris mGlu7AAA. Cela suggère que la
modulation médiée par le récepteur mGlu7 ne passe pas que par l’activation dépendante de
la liaison de l’agoniste au récepteur. Plusieurs récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
présentent une activité constitutive, agoniste-indépendante, liée à leurs propriétés intrinsèques
ou résultant de mutations pathologiques [53, 424]. Parmi les mGluRs, seul un petit nombre
d’exemples concernant les récepteurs mGlu1 et mGlu5 ont été rapportés [9, 399]. Une inhi-
bition tonique des canaux Ca2+ de type P/Q médiée par le récepteur mGlu7 a été montrée
dans des cellules granulaires cérébelleuses en culture et est antagonisée par la liaison de Mac-
MARCKS, un substrat de la protéine kinase C, au niveau de l’extrémité C-terminale du ré-
cepteur [40]. Nos résultats avec l’ADX71743 démontrent que le récepteur mGlu7 présente une
activité constitutive qui dépend de son couplage avec PICK1 au niveau de son domaine PDZ-
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Figure II.7 –Proportion des courants AMPA et NMDA impliqués dans les réponses
postsynaptiques thalamiques.

A gauche, illustration de l’implication des récepteurs AMPA et NMDA dans la réponse postsynaptique. A droite,

ratios des courants AMPA par rapport aux courants totaux obtenus dans les afférences du VPM dans la couche

corticale IV (exc : neurones excitateurs ; FS : interneurones Fast-Spiking ; RS : interneurones Regular-Spiking)

et dans le NRT chez les souris WT et KI mGlu7AAA. La participation des récepteurs AMPA et NMDA dans la

réponse postsynaptique totale semble inchangée chez les deux génotypes. Les barres d’erreur indiquent la SEM.

ligand et est décelée dans les synapses glutamatergiques ainsi que GABAergiques. Etant donné
la très faible affinité du récepteur mGlu7 pour le glutamate, il est probable que, en conditions
physiologiques, ce récepteur agisse principalement via son activité constitutive plutôt que de
façon agoniste-dépendante, notamment dans les synapses GABAergiques où la concentration
en glutamate devrait être largement inférieure au millimolaire requis pour activer le récepteur
mGlu7.

Ces données complètent le rôle de "filtre passe-bas" classiquement attribué au récepteur
mGlu7 [379]. En effet, le récepteur mGlu7 induirait également une inhibition constitutive des
synapses glutamatergiques et GABAergiques du VPM et du NRT respectivement, indépen-
damment de l’activité synaptique. Cette inhibition tonique sculpterait donc constamment et
spécifiquement les réponses excitatrices et inhibitrices, soulignant le rôle critique du récepteur
mGlu7 au sein du thalamus. Cette activité constitutive pourrait elle-même être régulée par
des signaux intracellulaires qui restent à découvrir.

L’administration in vivo de l’ADX71743 montre que l’activité basale du récepteur mGlu7
est déterminante pour l’établissement et le maintien des activités oscillatoires au sein de la
boucle thalamo-corticale, car son blocage induit une modification des rythmes EEG associée
à un état léthargique de l’animal. La frontière entre cet état léthargique et l’épilepsie absence
semble très subtile, car l’EEG révélait des DPO typiques des absences chez certaines souris.
L’effet du NAM était perdu chez les souris mGlu7AAA suggérant que la signalisation dépen-
dante du domaine PDZ-ligand est la principale voie contrôlant la neurotransmission. Cela est
en accord avec de précédentes observations montrant que l’inhibition des canaux calciques
par le récepteur mGlu7 a plus d’impact sur la concentration en Ca2+ présynaptique que l’in-
hibition de l’adénylate cyclase [326]. De façon alternative, cela pourrait aussi révéler un effet
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d’occlusion entre la mutation du site liant les motifs PDZ en AAA et la liaison de l’ADX71743.
Ainsi, ces résultats suggèrent que la voie mGlu7a-PICK1 module de façon tonique, agoniste-
indépendante, la libération de glutamate et de GABA par les synapses thalamiques.

De façon intéressante, l’activation in vitro des mGluRs du groupe III par le L-AP4 diminue
à la fois la durée des oscillations en fuseaux et épileptiques chez le rat [261]. Les auteurs ont
démontré que le récepteur mGlu7 est particulièrement important pour la suppression des
fuseaux de sommeil. Chez la souris, l’ADX71743 induit des oscillations thalamo-corticales de
6-15 Hz représentatives des fuseaux de sommeil et des crises d’absence et ces évènements
EEG sont associés à un arrêt comportemental et un état somnolent de l’animal. Le récepteur
mGlu7a semble donc être un important modulateur des rythmes thalamo-corticaux liés à l’état
de conscience.

Si l’on considère l’ensemble de ces résultats, il apparait que le récepteur mGlu7a module
de façon tonique (et agoniste-dépendante dans les synapses glutamatergiques) la transmission
et la plasticité à court terme via l’inhibition des canaux calciques. De façon intéressante, le
récepteur mGlu7a est capable d’augmenter la dépression synaptique, mais aussi de freiner la
facilitation dans les synapses présentant cette plasticité. Pelkey et al. ont montré que dans
l’hippocampe, l’activation de la voie mGlu7a-PICK1 par le L-AP4 associée à la stimulation
à haute fréquence des fibres moussues induit une dépression à long terme (LTD) dans ces
synapses [376]. Par contre, lorsque le récepteur est internalisé dans ces mêmes synapses, la
stimulation à haute fréquence induit une potentialisation à long terme (LTP), ce qui dénote
un contrôle bidirectionnel du récepteur mGlu7a sur la plasticité synaptique à long terme. Bien
que les mécanismes engendrant la plasticité synaptique à court et à long terme soient différents,
le récepteur mGlu7a semble capable de réguler les deux types de plasticités, soulignant le rôle
crucial du récepteur pour le fonctionnement synaptique et plus généralement pour les processus
émotionnels et cognitifs engendrés par ces phénomènes de plasticité [352].

De plus, étant donné l’importance du Ca2+ pour la formation et le maintien des contacts
synaptiques [287], on ne peut exclure que les mutations du récepteur mGlu7 affectent également
le développement des réseaux neuronaux. Chez l’homme, des polymorphismes du gène GRM7
ont récemment été associés à l’autisme [518] et à la schizophrénie [356], deux pathologies
neurodéveloppementales, ainsi qu’à des troubles du déficit de l’attention avec hyperactivité
[372] et des déficits auditifs âge-dépendant [176], mais pas (encore) aux épilepsies [195]. Les
diverses anomalies phénotypiques chez l’homme et les modèles animaux mutants pour mGlu7
reflètent la puissance des contrôles synaptiques par ce récepteur.
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III.1 Utilisation de la souris Knock-In mGlu7AAA pour étudier
les fonctions dépendant de la voie mGlu7a-PICK1

La compréhension des fonctions physiologiques des mGluRs constitue un domaine de recherche
important. Cela s’applique notamment au récepteur mGlu7. Sa localisation présynaptique
dans la zone active [249] et son implication dans les crises épilepiques [41] (voir partie I.3)
supportent l’idée d’un rôle crucial de mGlu7 dans le fonctionnement des réseaux neuronaux.
Cependant, ses fonctions sont largement restées dans l’ombre à cause du manque d’outils
pharmacologiques spécifiques [104]. Son étude est d’autant plus délicate que les mGluRs du
groupe III sont souvent exprimés de façon concomitante dans les synapses. Nous avons donc
profité d’un modèle génétique mutant pour mGlu7, la souris KI mGlu7AAA, pour approfondir
nos connaissances sur les fonctions spécifiquement supportées par ce récepteur.

Qu’est ce que les souris knock-in mGlu7AAA nous apprennent ? Tout d’abord, ce mo-
dèle présente l’avantage d’inactiver sélectivement une voie de signalisation de mGlu7, la voie
mGlu7-PICK1, sans pour autant modifier l’expression du récepteur. Cela permet d’éviter des
compensation qui se mettent souvent en place chez les animaux dont un gène a été délété
[497, 251, 302], qui pourraient avoir lieu chez les souris KO mGlu7−/− (voir partie introduc-
tive I.3.4). Ce modèle KI dévoile l’implication spécifique de cette voie dans le contrôle de
la boucle thalamo-corticale, en induisant des crises spontanées et pures d’épilepsie absence
lorsque mGlu7 et PICK1 sont découplés [41]. Ce phénotype est nettement différent de celui
observé chez les souris KO mGlu7−/− (voir partie introductive I.3.5), appuyant la fonction
spécialisée de la voie mGlu7-PICK1 dans cette circuiterie.

Ainsi, ce modèle murin offre pour la première fois l’opportunité d’étudier les fonctions
physiologiques de la voie mGlu7-PICK1 dans un environnement natif, en s’affranchissant de
l’absence de pharmacologie spécifique du récepteur. Etant donnée la complexité de la signali-
sation du récepteur mGlu7, un contrôle intéressant serait représenté par une souris où seule la
voie de signalisation "classique" liée à la voie dépendante de la protéine Gi/o et de l’adénylate
cyclase soit inactivée. Cette souris n’existe pas à ce jour.

Nous avons déterminé la localisation et les fonctions électrophysiologiques précises de la
voie mGlu7-PICK1 en comparant les effets induits chez les souris WT et les KI mGlu7AAA,
puis corrélé ces résultats à des observations comportementales. Étant donné la faible affi-
nité du récepteur mGlu7 pour le glutamate, la tendance actuelle est d’attribuer un rôle de
"filtre passe-bas" à mGlu7 [379]. Cependant, les résultats obtenus dans le cadre de cette thèse
étoffent ce concept.

III.2 mGlu7, un récepteur qui pèse lourd sur la balance exci-
tation/inhibition

La balance excitation/inhibition dans le SNC est supportée respectivement par la transmis-
sion glutamatergique et GABAergique. Ces deux grands systèmes présentent des interactions
et se contrôlent mutuellement. Ces interactions sont bien illustrées dans le cas de la boucle
thalamo-corticale, où l’activité globale de cette circuiterie est le fruit de dialogues entre neu-
rones glutamatergiques et interneurones GABAergiques, que ce soit au niveau thalamique entre
le VPM et le NRT, ou au niveau cortical au sein des circuits rétroactifs et récurrents (voir
partie I.5).

Plusieurs études ont démontré l’expression du récepteur mGlu7 dans les présynapses glu-
tamatergiques [249], ainsi que dans certaines présynapses GABAergiques de l’hippocampe
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[436, 451], l’hypothalamus [420] et du cortex somatosensoriel [124]. Notre étude démontre une
nouvelle localisation du récepteur au niveau de présynapses GABAergiques, dans les neurones
réticulaires thalamiques. Cela confirme la capacité du récepteur mGlu7 à moduler à la fois
les systèmes glutamatergiques et GABAergiques dans différentes régions cérébrales. De par les
nombreuses interactions entre ces deux systèmes, cette double modulation présente un avan-
tage certain pour agir de façon équilibrée sur la balance excitation/inhibition, sans favoriser
un système par rapport à l’autre. Ce double effet est d’autant plus important dans le thala-
mus, où l’activité neuronale résulte d’un "circuit fermé" entre des neurones glutamatergiques
et GABAergiques. Chaque neurone est en effet contrôlé rétroactivement (positivement ou né-
gativement) en réponse aux informations qu’il envoie, soulignant l’importance de pouvoir agir
sur ces deux systèmes simultanément.

Les ions Ca2+ sont des acteurs moléculaires majeurs pour le fonctionnement neuronal
[408, 23, 95], que ce soit dans le contrôle de la libération de neurotransmetteur que dans
l’induction de la plasticité synaptique (voir partie I.1). L’inhibition des canaux Cav de type
P/Q et N présynaptiques médiée par le récepteur mGlu7a a donc un impact déterminant pour
la libération de neurotransmetteur. Cela est confirmé par les défauts de transmission et de
plasticité synaptiques à l’origine des nombreux phénotypes observés chez les animaux mutants
pour le récepteur mGlu7. Ces défauts peuvent induire des modifications à court et long termes
sur la balance excitation/inhibition dans le circuit thalamo-cortical.

III.3 Mise en évidence d’un nouveau mécanisme d’activation
du récepteur mGlu7a : l’activité constitutive

De façon intéressante, Caldwell et al. ont démontré un lien entre la concentration en Ca2+

intracellulaire et l’efficacité de l’activation du récepteur mGlu7 par le L-AP4 dans des ovocytes
de Xenope [71]. Cela provient du fait que la calmoduline, une protéine sensible au Ca2+ liant
l’extrémité C-terminale du récepteur, entrerait en compétition avec les sous-unités Gβγ [153].
L’augmentation de la concentration intracellulaire en Ca2+ induit la liaison de la calmoduline
au récepteur et permet ainsi une meilleure activation de Gβγ et une inhibition efficace des
canaux Cav. Les auteurs concluent que le récepteur mGlu7a est un détecteur de coïncidence
des entrées présynaptiques de Ca2+ et de la libération de glutamate, ce qui lui attribue un rôle
de filtre fréquence-dépendant ("filtre passe-bas").

Une question se pose alors : comment le récepteur mGlu7 peut-il être activé dans des
synapses GABAergiques et quel est son rôle ? La transmission et la plasticité synaptiques ba-
sales, en absence de l’agoniste D,L-AP4, sont modifiées chez la souris mGlu7AAA (voir III.4).
Comment l’inactivation du récepteur mGlu7 pourrait aboutir à des différences si importantes,
à la fois dans les neurones glutamatergiques et dans les neurones GABAergiques ? Ces dé-
fauts synaptiques pourraient avoir la même origine : une augmentation de la concentration en
Ca2+ présynaptique dans les synapses chez la souris mGlu7AAA. Plusieurs RCPG sont connus
pour présenter une activité constitutive [53, 424]. Parmi les mGluRs, seul un petit nombre
d’exemples concernant les récepteurs mGlu1 et mGlu5 ont été rapportés [9, 399]. Cette acti-
vité constitutive n’a jamais été démontrée pour le récepteur mGlu7. Un premier élément de
réponse réside dans une étude réalisée par Bertaso et ses collègues en 2006, qui montre que
MacMARCKS antagonise une inhibition tonique des canaux Cav de type P/Q dépendante du
récepteur mGlu7a [40]. Cependant, seule la comparaison des effets médiés par un antagoniste
orthostérique par rapport à ceux médiés par un modulateur allostérique négatif permet de
conclure formellement à une activité constitutive (voir partie I.1.6). Dans le cadre de cette
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thèse, nous avons eu la chance de pouvoir tester un nouveau modulateur allostérique négatif
(NAM) mis au point par Addex Therapeutics et synthétisé par le groupe de Françine Acher
(Université Paris Descartes), l’ADX71743 [235], très spécifique des récepteurs mGlu7 (voir
I.3.4). Ce NAM nous a permis de mettre en évidence une activité constitutive du récepteur
dans un système hétérologue. Nos résultats montrent également que l’activité constitutive du
récepteur mGlu7 dépend de son couplage avec PICK1 au niveau de son domaine PDZ-ligand.
L’effet du NAM étant totalement aboli dans les tranches mGlu7AAA, il semblerait que la si-
gnalisation dépendante du domaine PDZ-ligand est la principale voie médiée par le récepteur
mGlu7. Cela est en accord avec de précédentes observations montrant que le couplage du ré-
cepteur mGlu7 à la voie AMPc ne participe que faiblement à son activité modulatrice [326].
Dans nos expériences de TR-FRET, le CPPG est un antagoniste des mGluRs du groupe III.
Il pourrait donc induire une augmentation de la libération de neurotransmetteur de façon
non-spécifique du récepteur mGlu7a (via l’inhibition des récepteurs mGlu4 et/ou mGlu8 en-
dogènes) dans les tranches thalamo-corticales. Il faudrait donc comparer l’effet du CPPG chez
les souris WT et mGlu7AAA afin de dévoiler une éventuelle activité endogène du récepteur,
dépendante du glutamate libéré à la synapse.

Une étude de Turner et Salt a montré que ni le MAP4 ni le LY341495, deux antagonistes
orthostériques des mGluRs du groupe III, n’avaient d’effet sur l’amplitude des PPSE évoqués
cortico-thalamiques, ce qui suggère l’absence d’activité glutamate-dépendante des mGluR du
groupe III dans les tranches thalamo-corticales chez le rat [489]. Ces observations suggèrent
que la modulation physiologique médiée par le récepteur mGlu7 ne passe pas obligatoirement
par l’activation du récepteur par le glutamate. Nos données suggèrent que le récepteur pourrait
présenter une activité constitutive (agoniste-indépendante) et que cette activité serait perdue
chez la souris mGlu7AAA. Ceci mènerait à une perte d’inhibition des canaux Cav et à une
accumulation basale de Ca2+ dans les présynapses. De plus, chez la souris WT le NAM induit
un effet similaire dans les synapses glutamatergiques et GABAergiques. Cela renforce l’idée que
l’activation glutamate-dépendante du récepteur mGlu7 interviendrait peu dans les synapses
glutamatergiques. De façon intéressante, l’injection in vivo du NAM chez des souris WT induit
des activités EEG similaires à celles observées chez les souris mutantes KI mGlu7AAA. Les
défauts phénotypiques de ce modèle animal résulteraient donc principalement d’une perte de
l’inhibition constitutive du récepteur plutôt que de son activité dépendante du glutamate
libéré à la synapse. Il serait intéressant de corréler la concentration intracellulaire en Ca2+ et
le niveau d’activité constitutive du récepteur mGlu7.

En résumé, ces données proposent une hypothèse complémentaire au simple rôle de "filtre
passe-bas" sur l’activité excitatrice classiquement attribué au récepteur mGlu7 [379]. Elles
mettent en évidence une modulation constitutive des réponses excitatrices et inhibitrices via la
voie mGlu7-PICK1, du moins au sein de la boucle thalamo-corticale. Étant donné la très faible
affinité du récepteur mGlu7 pour le glutamate, il est probable que, en conditions physiologiques,
ce récepteur agisse principalement via son activité constitutive plutôt que de façon agoniste-
dépendante, notamment dans les synapses GABAergiques où la concentration en glutamate
devrait être relativement faible.
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III.4 Fonctions du récepteur mGlu7a dans le circuit thalamo-
cortical

III.4.1 Le récepteur mGlu7a, chef d’orchestre des rythmes thalamiques

Les rythmes thalamo-corticaux résultent d’une communication réciproque entre les neurones
de relais glutamatergiques du VPM et les neurones réticulaires GABAergiques du NRT (voir
partie I.5 et I.6). En conditions physiologiques, le thalamus peut générer des oscillations en
fuseaux de 6 à 14 Hz, les fuseaux de sommeil ou spindles, observés principalement lors des
phases précoces du sommeil [67]. Lorsque la circuiterie thalamo-corticale présente une activité
anormale, cela peut induire des crises d’absence, caractérisées par des décharges en pointe-
onde (DPO) dont les caractéristiques sont relativement similaires aux fuseaux de sommeil
(voir partie I.6).

Le découplage du complexe mGlu7-PICK1 induit un dysfonctionnement du circuit thalamo-
cortical et des crises d’absences spontanées chez la souris adulte [41]. Ces crises pourraient
survenir suite à une dérégulation progressive du réseau (voir partie I.6.2, [32]). Nous avons
mesuré la durée des oscillations thalamiques évoquées chez les jeunes souris KI mGlu7AAA ne
présentant pas encore de crises spontanées à l’aide d’un système multi-électrode, afin d’étudier
l’état d’excitabilité du NRT et du VPM. Les activités évoquées dans les tranches thalamo-
corticales se rapprochaient des fuseaux de sommeil. Les oscillations persistaient plus longtemps
chez la souris mutante que chez la souris sauvage, suggérant une hyperexcitabilité thalamique.
La capacité du thalamus à générer des oscillations potentiellement pathologiques est donc
accrue chez la jeune souris KI mGlu7AAA. L’inactivation du récepteur mGlu7 chez les souris
mutantes pourrait affecter initialement le façonnage des fuseaux de sommeil, ce qui rendrait peu
à peu le circuit thalamo-cortical apte à générer spontanément ce type d’activités rythmiques
pendant l’état éveillé. Cette hypothèse est en accord avec le consensus actuel stipulant que les
oscillations épileptiques sont provoquées suite à un détournement des processus à l’origine des
fuseaux de sommeil [314, 32]. De façon plus générale, ces travaux soulignent clairement un rôle
modulateur clé du récepteur mGlu7 dans l’établissement des activités rythmiques au sein des
circuits thalamo-corticaux.

Pendant l’éveil, le mode de décharge tonique des neurones du VPM permet de relayer de
façon fidèle et efficace les informations sensorielles au niveau cortical où elles sont traitées [431].
Au contraire, lors du sommeil ou lors de crises d’absence, la transition vers le mode de décharge
en bouffées (burst) entraîne une oscillation à basse fréquence des neurones thalamiques [113,
145]. Ces oscillations sont distribuées et relayées au niveau cortical, jusqu’à ce que le réseau
tout entier oscille de façon synchrone [109, 108]. Dans cet état, les neurones du VPM sont
incapables de relayer l’information sensorielle au cortex, d’où la perte totale de sensorialité
lors du sommeil. Ainsi, en contrôlant l’apparition des rythmes synchrones au sein du réseau
thalamo-cortical, le récepteur mGlu7 contrôlerait in fine l’état de conscience de l’individu.

III.4.2 Contrôles agoniste-dépendant et -indépendant des neurones thala-
miques : modulation de l’activité spontanée, de la transmission et
de la plasticité synaptiques

Nous avons étudié les fonctions synaptiques du récepteur mGlu7 à différents niveaux du ré-
seau thalamo-cortical afin de comprendre sa fonction physiologique dans ce circuit. Nous avons
montré que la voie de signalisation du complexe mGlu7a-PICK1 inhibe les synapses gluta-
matergiques (VPM → NRT et VPM → L4 sur les interneurones Fast-Spiking), mais aussi
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GABAergiques (intra-NRT) du réseau. Chez les souris mGlu7AAA, plusieurs défauts électro-
physiologiques étaient observés dans ces différentes synapses :

• une diminution de l’inhibition agoniste-dépendante de la libération de neurotransmet-
teur ;

• une diminution de l’amplitude basale (en absence d’agoniste D,L-AP4) des EPSC et
IPSC dans les synapses présentant des réponses d’amplitudes élevées (>50 pA, dans
les synapses VPM → NRT et VPM → interneurones Fast-Spiking), alors qu’aucune
différence n’a été observée dans les synapses intra-NRT présentant des réponses de faibles
amplitudes chez les deux génotypes. Cela dénote un certain lien entre la force de la
réponse et l’impact du récepteur mGlu7 sur cette réponse ;

• une modification de la plasticité synaptique basale, en réduisant la dépression et/ou en
renforçant la facilitation ;

• une augmentation de la libération spontanée (PA-indépendante) de neurotransmetteur
par les neurones réticulaires, aboutissant à une sur-inhibition tonique et phasique des
neurones du NRT et du VPM.

Il apparait que le récepteur mGlu7a, via sa voie de signalisation PICK1-PKC et l’inhibition
des canaux Cav (P/Q et N), contrôle la boucle de façon puissante et permanente. Ses fonctions
tendent à limiter l’excitabilité des synapses glutamatergiques du VPM et GABAergiques du
NRT, en modulant aussi bien la transmission et la plasticité synaptiques au sein du thalamus
que l’activité spontanée des neurones réticulaires.

Ces effets reflètent la perte de l’inhibition endogène (agoniste-dépendante) mais aussi
constitutive (agoniste-indépendante) médiées par le récepteur mGlu7 chez la souris mutante.
Ils pourraient être liées directement ou indirectement à une augmentation de la concentration
en Ca2+ présynaptique ches ces souris. En effet, la perte d’inhibition des canaux calciques
voltage-dépendants par la voie mGlu7-PICK1 chez la souris mGlu7AAA accroit l’entrée de
Ca2+ dans la présynapse. L’accumulation anormale de Ca2+ est susceptible d’augmenter non
seulement la libération de neurotransmetteur induite par l’arrivée d’un ou plusieurs potentiels
d’action (en renforçant la facilitation et/ou en diminuant la dépression synaptique, comme
observé dans les synapses mGlu7AAA), mais aussi la libération spontanée de neurotransmet-
teurs (comme observé dans les neurones du NRT en présence de TTX). Le fait d’augmenter
la libération synaptique nécessite un renouvellement en neurotransmetteur très efficace au
niveau présynaptique. Si les machineries permettant ce renouvellement sont dépassées, alors
l’activation répétitive des synapses peut conduire à l’épuisement des stocks en neurotransmet-
teur disponible. Une seconde conséquence réside au niveau postsynaptique, où les récepteurs
pourraient être internalisés suite à une libération soutenue de neurotransmetteur. Dans les
deux cas, comme nous l’avons observé dans cette étude, les synapses qui présentent une forte
libération de neurotransmetteur seraient les plus affectées.

Une étude comparant l’effet de différents agonistes et antagonistes des mGluRs du groupe
III sur le taux de glutamate ambiant a montré que le récepteur mGlu7 inhibe la libération
non-vésiculaire de glutamate dans le noyau accumbens [516]. Cet effet dépend des antiporteurs
cystéine-glutamate (voir partie I.2.1) et suggère un rôle essentiel du récepteur mGlu7 dans le
contrôle des niveaux ambiants de glutamate. On peut se demander ici si l’augmentation du
tonus inhibiteur observé chez les souris mGlu7AAA ne dépendrait pas partiellement d’un tel
phénomène via les transporteurs du GABA. Le récepteur mGlu7 pourrait en effet inhiber à la
fois la libération synaptique et extrasynaptique (non-vésiculaire) de GABA dans le thalamus.
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De même, il pourrait affecter le tonus excitateur en inhibant la libération spontanée du gluta-
mate par les neurones du VPM, au niveau synaptique et extrasynaptique. Cependant, étant
donné que des afférences glutamatergiques non-spécifiques aux neurones du VPM innervent
aussi les neurones du NRT et de la couche IV corticale, il semble difficile de vérifier cette
hypothèse dans les tranches thalamo-corticales. Cet aspect mériterait d’être approfondi, par
exemple sur des neurones thalamiques (sauvages ou mGlu7AAA) en culture afin de comparer
les courants miniatures et les taux ambiants de neurotransmetteurs.

Cette thèse est focalisée sur les synapses thalamiques, mais il sera intéressant d’approfon-
dir le rôle du récepteur mGlu7 au niveau cortical. Les résultats obtenus en électrophysiologie
ont été complétés avec des marquages immunohistochimiques confirmant la localisation du
récepteur mGlu7a dans les synapses cortico-thalamiques. Il semble également exprimé dans
différentes synapses corticales qu’il nous reste à determiner. Étant donné la complexité des
microcircuits corticaux (voir I.5.4) et la colocalisation des fibres TC et CT, l’optogénétique
semble être l’approche la plus appropriée. Elle permettrait de cibler spécifiquement les dif-
férents sous-types neuronaux et ainsi d’étudier les fonctions du récepteur dans les synapses
LIV → LII/III, LII/III → LVI, ainsi que dans les synapses cortico-thalamiques formées par
les neurones pyramidaux de la couche VI sur les neurones de relais et réticulaires.

III.4.3 Impact du récepteur mGlu7a sur le fonctionnement de la boucle
thalamo-corticale

Nous venons de voir que le récepteur mGlu7 module l’état d’excitabilité global du thalamus,
en contrôlant à la fois les réponses courtes, phasiques et les réponses prolongées, toniques, au
sein du réseau. L’inactivation de la signalisation du complexe mGlu7a-PICK1 aboutit à deux
anomalies fonctionnelles principales dans la boucle thalamo-corticale : d’une part, une augmen-
tation des entrées en provenance du VPM sur les neurones réticulaires et sur les interneurones
FS de la couche IV corticale et d’autre part, une hyperactivité des neurones réticulaires, abou-
tissant à une augmentation de la fréquence des mIPSC dans le VPM et le NRT, ainsi qu’à
une augmentation des courants GABAA toniques dans le VPM. Comment ces effets sont-ils
corrélés à l’apparition des crises d’absence chez les souris KI mGlu7AAA ?

• La suractivation des neurones réticulaires par les neurones du VPM pourrait induire
une hyperexcitabilité des neurones du NRT et ainsi accroitre le rétrocontrôle inhibiteur
médié par la voie VPM → NRT → VPM. Cet effet indirect est amplifié par l’augmenta-
tion de l’activité spontanée des neurones réticulaires, aboutissant à une hyper-inhibition
phasique (par le GABA synaptique) et tonique (par le GABA ambiant) des neurones
thalamiques. Étant donné que les neurones thalamiques expriment les canaux calciques
de type T, cette hyperpolarisation est susceptible d’affecter leur mode de décharge. L’ou-
verture de ces canaux lorsque le potentiel de membrane atteint -70 mV génère des poten-
tiels d’action calciques de forte amplitude, les bursts, typiquement observés lors des crises
d’absence ou des fuseaux de sommeil [32, 118, 221, 456]. De façon intéressante, l’augmen-
tation du tonus inhibiteur médié par les neurones réticulaires a été observé chez tous les
autres modèles d’épilepsie absence [110, 116], illustrant l’impact essentiel des courants
toniques inhibiteurs dans le contrôle de l’excitabilité cérébrale [192]. Le contrôle exercé
par le récepteur mGlu7 sur les courants GABAA toniques devrait donc fortement affecter
l’excitabilité thalamique, en diminuant leur capacité à générer des bursts calciques.

• L’inhibition intra-NRT est connue pour désynchroniser l’activité des neurones réticu-
laires ([496, 222, 449], voir [32] pour revue). Chez les jeunes souris KI mGlu7AAA, nos
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résultats suggèrent que l’inhibition intra-NRT est augmentée. Cet effet devrait empêcher
l’apparition des crises d’absence, en limitant les activité synchrones au sein du NRT.
Cependant, les connexions formées par les neurones réticulaires adjacents disparaissent
progressivement lors de la maturation cérébrale chez la souris [393]. Ainsi, cet effet pro-
tecteur serait perdu chez les souris mGlu7AAA adultes. Ceci pourrait expliquer la diffé-
rence d’âge d’apparition des crises chez ce modèle animal par rapport à l’homme, chez
qui l’épilepsie absence est une maladie de l’enfance. Une étude approfondie de la coïn-
cidence temporelle entre l’apparition des crises et la densité des connexions intra-NRT
permettrait de tester cette hypothèse.

• Il existe trois grandes classes de neurones dans la couche IV corticale : les neurones excita-
teurs et deux classes d’interneurones GABAergiques, les Regular- et les Fast-Spiking. Ces
derniers sont les principaux médiateurs de l’inhibition rétroactive aux entrées thalamo-
corticales (voir I.5.4.4 ; [114, 33, 398]). Leurs entrées thalamo-corticales engendrent des
réponses rapides et puissantes qu’ils transmettent efficacement aux neurones voisins au
niveau périsomatique, sculptant ainsi les réponses corticales induites par l’activation
des fibres TC. Nos résultats montrent que la voie VPM → interneurones Fast-Spiking
est augmentée chez les souris mGlu7AAA. Le renforcement de ces afférences est suscep-
tible d’affecter l’inhibition et la synchronisation corticales médiées par ces interneurones
[472, 473].

L’ensemble de ces données souligne le fait que la fonction physiologique du récepteur mGlu7
semble particulièrement importante pour le contrôle des entrées au niveau des neurones GA-
BAergiques et de leur excitabilité.

Actuellement, nos travaux ne permettent pas de conclure avec certitude quant à l’origine des
crises d’absence chez les souris mGlu7AAA. Nous savons peu de chose sur l’influence corticale
de mGlu7a, mais ce récepteur semble important pour limiter l’activation des interneurones
FS et par conséquent limiter l’inhibition corticale. Au niveau thalamique, il est clair que son
action influence fortement le mode de décharge des neurones de relais et réticulaires en limitant
leur hyperpolarisation. Ces deux influences pourraient induire des activités oscillatoires au sein
du réseau thalamo-cortical. Il serait intéressant de déterminer avec précision le site d’origine
des oscillations pathologiques chez les souris KI mGlu7AAA, mais les techniques actuelles ne le
permettent pas. En effet les temps de latence des réponses au sein du circuit sont extrêmement
courts et il est difficile de déterminer avec précision l’impact des entrées thalamiques sur les
rythmes corticaux et vice-et-versa. De plus, ces oscillations résultent probablement de plusieurs
dysfonctionnements qui, mis bout à bout, engendrent des anomalies plus globales au sein du
réseau.

Nos enregistrements EEG suggèrent que l’activité du récepteur mGlu7a est déterminante
pour l’établissement et le maintien des activités oscillatoires au sein de la boucle thalamo-
corticale. Ils montrent que le blocage du récepteur mGlu7a in vivo induit des fuseaux de
sommeil, associés à un état léthargique, endormi, de l’animal. La frontière entre cet état
léthargique et l’épilepsie absence semble être très mince, car l’EEG a révélé des DPO typiques
des absences chez certaines souris. Cela confirme le lien étroit qui existe entre ces deux types
d’oscillations thalamo-corticales. Il serait intéressant d’étudier plus en détail la modulation
des fuseaux de sommeil et plus généralement du sommeil par le récepteur mGlu7. Durant le
sommeil NREM, les oscillations à ondes lentes (< 1 Hz) caractéristiques impliquent également
une communication entre le VPM, le NRT et le cortex (voir I.6.2) [32, 457, 117] et sont
donc susceptibles d’être affectées chez les souris mGlu7AAA. Il est probable que le récepteur
mGlu7 représente un modulateur clé dans l’établissement des activités rythmiques associées
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aux différentes phases de sommeil et de l’état de conscience physio-pathologique qui en découle.
Cet aspect sera étudié dans de futures investigations.

III.5 Vers une réévaluation du rôle du récepteur mGlu7 dans
le SNC

La fonction modulatrice du récepteur mGlu7 au niveau synaptique dépendrait à la fois de son
activité constitutive physiologique, à laquelle s’additionnerait une activité dépendante de fortes
libérations synaptiques de glutamate. Comme nous l’avons vu, cette action impacte également
la libération spontanée de neurotransmetteur, modulant ainsi fortement le tonus GABAA in-
hibiteur au sein du thalamus et donc son état d’excitabilité global. Les courants toniques
GABAA sont observés dans toutes les structures cérébrales [34]. Les différentes manipula-
tions génétiques et pharmacologiques affectant ce tonus inhibiteur induisent des phénotypes
similaires à ceux observés chez les individus mutants pour le récepteur mGlu7 : des troubles
de l’apprentissage et de la mémoire, des troubles cognitifs liée à une excitabilité hippocam-
pique anormale, l’épilepsie, la schizophrénie, la dépression et les troubles bipolaires (voir [192]
pour revue). Cela suggère que, au moins partiellement, les défauts phénotypiques liés au po-
lymorphisme, à l’inactivation ou à la délétion du récepteur mGlu7 sont associés à la perte
de modulation des courants GABAA toniques par le récepteur. Le récepteur mGlu7 pourrait
également réguler les courants toniques excitateurs (via une modulation synaptique et extra-
synaptique de la libération spontanée de glutamate, voir partie I.3). Cette double modulation
serait déterminante pour établir l’état d’excitabilité global des différentes régions cérébrales.

Un lien entre le récepteur mGlu7 et la plasticité à long terme (LTD et LTP) avait déjà été
démontré par Pelkey et al [376]. De plus, Sansig et al. avaient également mis en évidence une
récupération retardée de la facilitation synaptique à court terme dans l’hippocampe des souris
KO mGlu7−/− [415]. Dans cette étude, nous avons établi une nouvelle fonction du récepteur
mGlu7 dans l’établissement de la plasticité synaptique, à la fois dans la dépression et dans
la facilitation à court terme. La voie de signalisation induite par le complexe mGlu7-PICK1
accroit la dépression synaptique et freine la facilitation sélectivement dans certaines synapses. Il
serait intéressant de vérifier si la plasticité à long terme basale (en absence d’agoniste exogène)
est également affectée chez les souris mutantes, ce qui appuierait le rôle crucial du récepteur
mGlu7 dans les différents processus émotionnels et cognitifs engendrés par ces phénomènes de
plasticité [352].

Les ions Ca2+ et la plasticité neuronale sont indispensables à la formation et au maintien des
contacts synaptiques [287]. Des mutations du récepteur mGlu7 pourraient donc aussi induire
des défauts développementaux au sein des réseaux neuronaux via une perte du contrôle de la
concentration calcique à la présynapse. Chez l’homme, des polymorphismes du gène GRM7
ont récemment été associés à l’autisme [518] et à la schizophrénie [356], deux pathologies
neurodéveloppementales, reflétant peut-être cette implication du récepteur dans la mise en
place des circuiteries cérébrales. Des défauts d’attention et l’hyperactivité [372] ainsi que des
défauts d’audition âge-dépendant [176] ont aussi été rapportés, mais à ce jour aucun lien avec
les épilepsies n’a été trouvé [195].

L’expression sélective du récepteur mGlu7 dans certaines populations neuronales diffère
spatio-temporellement d’une espèce à l’autre (par exemple il est exprimé dans les synapses
NRT → VPM chez le rat mais pas chez la souris, voir [222] et partie II.3) et engendre ainsi des
effets phénotypiques propres. En plus de leur vulnérabilité aux crises épileptiques [415], les sou-
ris KO mGlu7−/− montrent de nombreux défauts d’apprentissage [309, 68, 218, 219, 193, 72]
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associés à des défauts de plasticité synaptique, notamment au niveau de l’amygdale pour les
apprentissages d’aversion et de peur conditionnée [309, 165]. Les souris KO présentent égale-
ment des troubles émotionnels liés à l’anxiété et la dépression [72, 121, 453], corrélés à une
dérégulation de l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Ces défauts soulignent l’importance
fonctionnelle du récepteur notamment dans l’hippocampe, l’amygdale ou encore le cortex cé-
rébral où il est fortement exprimé [249]. De façon similaire, les souris KI mGlu7AAA présentent
des crises d’absence spontanées ainsi que des déficits de mémoire de travail spatiale [41, 524],
liés à un dysfonctionnement des circuits thalamo-corticaux et hippocampiques respectivement.
Ces modèles KO et KI pourraient aussi présenter des défauts de nociception, de mouvements,
d’attention et d’éveil, reflétant l’absence ou l’inactivation du récepteur mGlu7 dans la moelle
épinière, le cervelet et le locus coeruleus respectivement, mais cela n’a pas encore été étudié
[352]. Nous avons testé l’effet de l’administration in vivo du NAM spécifique du récepteur
mGlu7, l’ADX71743, sur les réponses de peur conditionnée et l’anxiété (test du labyrinthe en
croix surélevé, données non montrées) chez les souris WT. Les souris présentaient une forte
diminution de l’activité motrice et exploratoire liée à un état de somnolence. Il nous était
donc difficile de distinguer un effet anxiogène ou anxiolytique du NAM. Ces tests n’ont pas
encore été effectués chez les souris KI. Cependant, l’observation du comportement naturel de
ces animaux suggère que les souris mGlu7AAA sont moins anxieuses que les WT.

Le récepteur mGlu7 s’avère donc capable de moduler diverses structures centrales. Nos
hypothèses issues des études sur la boucle thalamo-corticale pourraient s’appliquer à ces autres
structures, ce qui confirmerait l’importance fonctionnelle de ce récepteur dans le SNC.

III.6 Le récepteur mGlu7, une future cible thérapeutique contre
les troubles du sommeil et l’épilepsie absence ?

Cette étude a mis en évidence un lien étroit entre le récepteur mGlu7 et l’établissement des
rythmes thalamo-corticaux associés au sommeil et aux épilepsies absence. Ce récepteur est
capable d’induire ou d’inhiber les oscillations physio-pathologiques selon son état d’activation.
Agissant directement sur la balance excitation/inhibition, le complexe mGlu7a-PICK1 pourrait
constituer une nouvelle cible thérapeutique efficace contre les troubles du sommeil (insomnies,
narcolepsies...) et les épilepsies absence. Son activation au sein du circuit aboutirait à la di-
minution des activités thalamiques synchrones, alors que son inhibition les favoriserait. Cette
étude doit bien entendu être complétée sur de nombreux points avant de pouvoir envisager
l’élaboration d’un traitement. Par exemple, la localisation spatio-temporelle et la fonction du
complexe mGlu7a-PICK1 pourraient différer entre les modèles animaux et l’homme et induire
des effets âge-dépendants propres à la maturation des tissus cérébraux chez les différentes es-
pèces. Cependant, les dernières études portant sur le récepteur mGlu7, dont celles réalisées au
cours de cette thèse, offrent des perspectives très prometteuses [352].

Jusqu’à récemment, les agents pharmacologiques thérapeutiques potentiels développés vi-
saient principalement le site de liaison orthostérique du récepteur. Étant donné les nombreuses
homologies de séquence parmi les différents mGluRs, ces agents présentent généralement une
sélectivité peu satisfaisante, notamment pour le groupe III [351]. Un autre inconvénient des
agents orthostériques est leur effet "tout-ou-rien" sur l’état d’activation du récepteur, qui se
trouve soit en conformation active en présence d’un agoniste, ou en configuration inactive en
présence d’un antagoniste. Ils entrent en compétition directe avec les ligands endogènes sur le
récepteur et empêchent ainsi leurs actions. De plus, le fait d’occuper la poche de liaison orthos-
térique du récepteur de façon prolongée engendre souvent une désensibilisation du récepteur, ce
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qui affecte rapidement l’efficacité de l’agent thérapeutique. Au contraire, l’émergence de nou-
veaux modulateurs allostériques positifs et négatifs offre l’opportunité de moduler bien plus
finement le récepteur. En plus de présenter une meilleure sélectivité, ces agents permettent
parfois d’activer ou d’inhiber certaines voies de signalisation spécifiques d’un récepteur tout
en conservant l’effet de l’agoniste endogène sur d’autres voies de signalisation, maintenant
ainsi un certain degré d’activation spatio-temporelle physiologique du récepteur [102]. L’utili-
sation thérapeutique de ces modulateurs allostériques affinerait l’effet désiré et limiterait donc
considérablement les effets secondaires par rapport aux agents orthostériques.

Les récentes avancées en nanotechnologies laissent également entrevoir des progrès consi-
dérables quant à la distribution spatio-temporelle des agents pharmacologiques au sein des
organismes [271], suggérant qu’il sera bientôt possible de délivrer les drogues dans certaines
zones cérébrales précises. Cela permettra de s’affranchir d’un effet global, non-spécifique, du
composé dans le SNC, en ne modulant que certaines régions d’intérêt. Par exemple, on pourrait
cibler précisement le récepteur mGlu7 au niveau du thalamus pour moduler pharmacologique-
ment les rythmes thalamo-corticaux.

Ainsi, les mGluRs et le récepteur mGlu7 en particulier pourraient bientôt constituer
des cibles thérapeutiques de choix face à diverses neuropathologies induites par un déséqui-
libre entre l’excitation et l’inhibition au sein du SNC. La modulation du complexe mGlu7a-
PICK1 permettrait d’augmenter ou de diminuer sélectivement l’excitabilité de certaines po-
pulations neuronales glutamatergiques ou GABAergiques, rétablissant ainsi la balance excita-
tion/inhibition au sein des structures cérébrales et les fonctions neurophysiologiques affectées.
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