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Titre : Mécanismes spinaux et supraspinaux impliqués
dans le couplage entre les réseaux locomoteurs et
posturaux

Résumé : Les fonctions locomotrices et posturales sont contrélées par un ensemble de
réseaux neuronaux qui doivent interagir afin de produire un comportement locomoteur
optimal, adaptable aux contraintes internes et externes de I'organisme. Le maintien d’un
équilibre dynamique au cours de la locomotion repose sur des processus internes de
coordination entre les réseaux nerveux spinaux et supraspinaux qui commandent les
différents segments du corps (membres, téte et tronc). C'est dans ce contexte que nous
nous sommes intéressés aux interactions entre la fonction locomotrice et la fonction
posturale, sur des préparations réduites de tronc cérébral-moelle épiniére de rats nouveau-
nés, au sein desquelles les CPGs locomoteurs spinaux et les noyaux vestibulaires sont intacts.
Des approches combinées électrophysiologiques, pharmacologiques, neuroanatomique et
Iésionnelles nous ont permis de mettre en évidence une partie des mécanismes a |'origine
du couplage entre les différents réseaux neuronaux étudiés. Dans cette étude nous avons
montré que les réseaux locomoteurs lombaires contrdélent I'activité des réseaux thoraciques
axiaux, de maniere a produire une activation coordonnée des réseaux moteurs des membres
et du tronc. Cette coordination est sous influence des entrées supraspinales. Les amines
induisent une organisation temporelle spécifique de I'activité des réseaux thoraco-lombo-
sacrés, et les informations en provenance des noyaux vestibulaires influencent le rythme
locomoteur. Ces données apportent des éléments nouveaux concernant les processus
neuronaux a |'origine de la coordination des réseaux moteurs et posturaux.

Mots clés : tronc cérébral- moelle épiniere, réseaux de neurones, locomotion, posture

Title : Spinal and supraspinal mechanisms involved in the
coupling between locomotor and postural networks

Abstract : Locomotor and postural functions are controlled by a set of neural networks that
must interact to produce optimal locomotor behavior, adaptable to internal and external
constraints of the body. Maintaining a dynamic balance during locomotion is based on
internal coordination processes between spinal and supraspinal neuronal networks
controlling different parts of the body (limbs, head and trunk). In this context, we have
interested in the interactions between locomotor and postural functions, in spinal and
supraspinal networks. The experiments were conducted on isolated brainstem-spinal cord
preparations from neonatal rats, in which the spinal locomotor CPGs and the vestibular
nuclei are intact. Electrophysiological, pharmacological, and neuroanatomical approaches
allowed us to highlight some of the mechanisms involved in the coupling of the different
neural networks. In this study we showed that the lumbar locomotor networks control the
activity of axial thoracic networks, in order to produce a coordinated activation of motors



networks of limbs and trunk. This coordination is modulated by amines and information
from the vestibular nuclei. These data provide new evidence for spinal mechanisms involved
in the coordination of motor and postural networks.

Keywords . brainstem- spinal cord, neuronal networks, locomotion, posture
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Problématique et présentation du mémoire

La locomotion est une fonction vitale pour un individu, qui lui permet de se déplacer dans
son environnement. C'est un acte moteur complexe, impliquant la coordination des
différents segments du corps : la téte, le tronc et les membres. Un mouvement locomoteur
efficace nécessite des interactions entre les fonctions locomotrices et posturales. Le systeme
locomoteur proprement dit produit les mouvements propulseurs, comme le mouvement des
membres quadrupedes ou bipédes. Le systéme postural maintient une orientation du corps
appropriée durant la locomotion. Le maintien d’un équilibre dynamique durant la propulsion
vers |'avant repose sur des processus internes de coordination entre les réseaux nerveux
spinaux et supraspinaux qui commandent les différents segments du corps. Mais si a ce jour
la locomotion et la posture sont bien étudiées séparément, peu d’études se sont intéressées
aux mécanismes neuronaux sous-tendant leur couplage. C’'est dans ce contexte que nous
nous sommes intéressés aux interactions entre la fonction locomotrice et la fonction
posturale au sein des réseaux spinaux et supraspinaux. Dans la mesure ou les bipedes et les
quadrupédes présentent une organisation relativement similaire de leurs appareils
locomoteurs et posturaux, les expériences ont été menées chez un Vertébré supérieur, le rat
nouveau-né. Ce modele autorise des études sur des préparations réduites de systeme
nerveux central, permettant des approches combinées électrophysiologiques,

pharmacologiques, neuroanatomiques et Iésionnelles.

Ce manuscrit sera subdivisé en six parties. La premiére partie de ce manuscrit est une
introduction théorique articulée autour de quatre chapitres qui se proposent de situer
I’ensemble de notre problématique parmi les données les plus récentes de la littérature. Le
premier chapitre présente un bref rappel des principes fondamentaux définissant la
locomotion ainsi que le réle locomoteur du tronc au cours de I’évolution. L’organisation des
différents réseaux neuronaux supraspinaux, spinaux et périphériques contrélant Ia
locomotion a été décrite dans le deuxiéme chapitre, ol nous nous sommes focalisés sur les
données récentes obtenues chez les mammiféeres. Dans un troisieme temps, nous avons
décrit la modulation des réseaux spinaux locomoteurs par les acides aminés excitateurs et

inhibiteurs, ainsi que par les amines. Finalement, dans le dernier chapitre introductif, une



description des boucles de contrble postural a été réalisée chez différentes espéces, de la

lamproie a I’homme.

La deuxieme partie de ce manuscrit présente les différentes méthodologies employées dans
I’ensemble de mes travaux. Cette étude reposant uniqguement sur des préparations réduites
et isolées in vitro, une bréve description des avantages et des inconvénients de cette

préparation sera réalisée.

La troisieme partie est consacrée a la présentation des résultats, scindée en trois chapitres
indépendants. Les données expérimentales seront introduites et discutées individuellement
dans chaque chapitre. Nous étudierons dans un premier temps les mécanismes cellulaires
sous-tendant le controle des segments thoraciques spinaux au cours de la locomotion. Puis
dans un second temps, la modulation des activités locomotrices axiales et des membres par
les amines sera présentée. Enfin, I'étude de l'influence des noyaux vestibulaires sur les

réseaux spinaux en condition de repos et au cours de la locomotion sera abordée.

Les deux derniéeres parties seront consacrées respectivement a la discussion générale, qui
portera en particulier sur l'intégration de I'ensemble des informations locomotrices et
posturales au sein des réseaux spinaux et supraspinaux, et aux perspectives expérimentales

de ce travail doctoral.

En annexes, les papiers publiés de ce travail de thése seront présentés.
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I- La locomotion

A) Le cycle locomoteur

La locomotion est I'acte moteur qui permet aux animaux de se déplacer a travers leur
environnement. Elle est essentielle pour la survie des espéces en permettant aux individus
de trouver de la nourriture, d’échapper au danger, de se reproduire.

La locomotion est une activité motrice rythmique qui implique des séquences
d’activités des muscles des membres et du corps suivant un rythme et un patron précis, au
contraire des réflexes qui sont des réponses stéréotypées a une stimulation sensorielle. Bien
que la locomotion soit capable de maturation et d’adaptation tout au long de la vie d’un
individu, c’est un comportement inné qui chez les vertébrés, incluant 'homme, est
programmé au sein du systéme nerveux avant la naissance, mais qui n’est souvent exécuté
gu’apres une maturation des organes effecteurs et de I’activité posturale.

Au cours de |"évolution chez les vertébrés sont apparus de nouveaux modes de
locomotion liés au développement du systeme appendiculaire. lls se déclinent de la nage a la
bipédie, changeant fondamentalement la fonction de certaines structures (le tronc ou les
membres antérieurs). Lors du passage a la bipédie, qui a permis d’étendre le réle des
membres antérieurs a des activités de manipulation, la locomotion est devenue une tache
de plus en plus complexe, nécessitant un maintien de I'équilibre en posture érigée. Malgré
cette grande diversité de comportements, I'étude de la locomotion chez de nombreux
modeles animaux a montré que les principales caractéristiques du cycle locomoteur sont
communes a I’'ensemble des espéces (Rossignol, 1996; Duysens & Van de Crommert, 1998).
La premiére description précise de la locomotion est venue avec l|'apparition de la
chronophotographie développée en 1880 par Etiennes-Jules Marey et Eadweard Muybridge,
qui permit la capture d’instantanés des différents moments du mouvement locomoteur chez
I'animal et ’'homme. Ces suites de séquences photographiques permirent de décomposer en
détail le patron moteur.

La locomotion est caractérisée par une succession de cycles de flexion et d’extension
des membres permettant une alternance entre les phases de transferts et les phases
d’appuis, assurant ainsi la propulsion de I'animal (Philippson, 1905). La phase de transfert,

qui correspond a la réalisation d’'un pas, débute lorsque le membre quitte le sol et se
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Figure 1 : Les différentes phases du cycle locomoteur chez le chat.

(A) Représentation schématique du modéle expérimental. (B) Variations des angles articulaires de la hanche,
du genou et de la cheville au cours d’une phase de transfert et d’'une phase d’appui. (C) Moyenne des
variations angulaires observées sur les différentes articulations du membre postérieur lors de 10 cycles
locomoteurs. La phase de transfert et la phase d’appui sont divisées en deux : F et E1; E2 et E3
respectivement. (D) Enregistrements EMGs des muscles de la cheville et de la hanche, rectifiés et moyennés
de 9 cycles. Le cycle est normalisé et répété deux fois. (modifié d’aprés Rossignol, 2004)



termine au moment de son contact avec le sol (Fig. 1). Cette phase est divisée en deux
parties (F et E1). F se caractérise par une flexion de toutes les articulations (cheville, genou
et hanche), tandis que la phase E1 débute par une extension précoce du genou et de la
cheville jusqu’au contact du membre avec le sol. Au cours de la phase d’appui, le membre
repose sur le sol et I'ensemble du corps travaille a la propulsion vers I'avant. Les muscles les
plus sollicités au cours de cette phase sont les muscles extenseurs, également appelés
muscles antigravitaires. Cette phase est aussi divisée en deux périodes : E2 qui correspond a
la durée pendant laquelle le membre supporte en partie le poids du corps, et E3 qui est
définie comme la phase de propulsion au cours de laquelle toutes les articulations entrent
en extension (Rossignol, 1996). La proportion de chaque phase dans le cycle est modifiée en
fonction de la vitesse de marche. Ainsi, pour des vitesses de déplacement relativement
lentes, la phase d’appui occupe la majeure partie du cycle. Lors d’'une augmentation de la
vitesse, la durée de la phase d’appui diminue et plus particulierement la phase E3, tandis
que la durée de la phase de transfert varie trés peu.

Cette description du cycle locomoteur est basée sur les mouvements et le
déplacement d’'un membre donné. Cependant, une locomotion réelle et efficace requiert
une coordination trés étroite entre les membres et met en jeu de maniere extrémement
complexe un nombre élevé de muscles synergistes et antagonistes. Les données de la
cinématique, couplées aux enregistrements électromyographiques ont permis d’enrichir le
patron locomoteur en caractérisant diverses allures locomotrices.

Une allure se définit par la séquence des différents temps d’appui sur le sol de
chaque membre de I'animal (Abourachid, 2003). Il est important de noter que la vitesse de
déplacement d’un animal peut varier dans une certaine gamme sans modifications de
I'allure en augmentant simplement la fréquence ou la longueur des pas. Cependant, il existe
certains « points de rupture ». Chez le chat, la marche laisse place au trot lorsque la vitesse
de déplacement dépasse 0,7 metre par seconde, puis au galop lorsque la vitesse atteint 2,7
meétres par seconde (Goslow et al., 1973). D’une maniere générale, les coordinations
interappendiculaires sont totalement reconfigurées lors de ces changements d’allure,
s’appuyant sur une modification drastique a la fois du patron de contraction des muscles
fléchisseurs et extenseurs, et de la dynamique des articulations. Les relations de phases
entre les membres sont décrites en prenant un membre de référence qui permet de

normaliser le cycle locomoteur. Au cours d’épisodes de marche par exemple, les membres
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Figure 2 : Le systeme locomoteur au cours de I'évolution.

(A) Evolution du systeme locomoteur des vertébrés. Les changements majeurs sont I'apparition des membres,
le passage d’'un mouvement ondulant a une marche quadrupéde, puis bipéde. (B1) Enregistrement de la vague
d’activité rostrocaudale au niveau des racines motrices ventrales rostrale (L1), intermédiaire (L25) et caudale
(L43) sur une préparation de moelle épiniére isolée de lamproie. (B2) L'enregistrement in vitro des racines
ventrales motrices ipsilatérales sur une préparation de moelle épiniere isolée de salamandre révele une
propagation rostrocaudale de Iactivité motrice du tronc. (B3) Lenregistrement des racines ventrales
thoraciques (T) 4, 6 et 12 sur une préparation de moelle épiniére de rat nouveau-né montre une propagation
caudorostrale de I'activité. (B4) Enregistrements EMG de la musculature axiale au niveau thoracique (T) 3, 12
et lombaire (L) 4 chez un humain au cours de la locomotion sur tapis roulant. (modifié d’apres Falgairolle et al.,
2006).



d’'une méme ceinture (scapulaire ou pelvienne) se déplacent en alternance stricte. A

I'inverse, lors du galop, ils se déplacent en phase.

B) Le tronc et la locomotion

Outre ces aspects purement dynamiques, la locomotion est intrinsequement liée a la
posture. En effet, le mouvement nécessite pour s’exécuter, une tension musculaire
adéquate et une activité posturale adaptée. Deux types de postures peuvent étre
discriminés : la posture statique qui représente le positionnement des segments corporels
sous la contrainte des forces de gravité, et la posture dynamique qui est une activité
musculaire directement associée au mouvement. Déplacer son corps exige le maintien d’un
équilibre dynamique durant la propulsion du corps. Il est nécessaire d’établir un équilibre
entre ces deux objectifs contradictoires : se déplacer pour accomplir une tache et réagir a la
perturbation de I'équilibre posturale crée par ce mouvement. Ainsi se mouvoir résulte de
I'intégration de toutes les positions des segments corporels incluant les membres mais aussi
la téte et le tronc. L'ensemble des muscles doit présenter une action synergique, permettant
de diriger correctement chaque segment corporel afin d’accomplir I'acte de locomotion.

Dans ce contexte, comprendre le fonctionnement de la dynamique axiale qui régule
I'activité du tronc est une composante essentielle pour étudier la locomotion. Cependant
peu d’études ont été menées sur ces mécanismes chez les mammiféres. Chez d’autres
especes, en particulier celles utilisant une locomotion anguilliforme (lamproie, embryon de
Xénope), les mécanismes permettant la genese du mouvement du tronc ont été bien
étudiés. Une des caractéristiques essentielles, commune a I'ensemble de ces systemes est la
présence d’'une onde métachronale, définie par la propagation séquentielle d’'une activité
entre des éléments adjacents et selon une organisation temporelle précise (Fig. 2). De
maniére intéressante, ce patron d’activation est un des plus ubiquitaire, retrouvé depuis les
organismes unicellulaires jusqu’aux réseaux spinaux des vertébrés, incluant les mammiferes

(Falgairolle et al., 2013).

- Lamproie
Chez ce vertébré primitif, la nage résulte d’ondulations successives se propageant le
long du corps. Plus la nage est rapide et plus la vague d’activité se déplace rapidement,

permettant la propulsion du corps en avant (Grillner et al, 1991). Le mouvement

14



ondulatoire de la lamproie est produit par une activation séquentielle rostro-caudale de la
musculature axiale et une alternance bilatérale des bouffées d’activité. Cette activation
séquentielle est due a un délai dans I'apparition des bouffées d’activité dans les segments
adjacents (1% de la durée du cycle). Elle peut étre inversée pour permettre un déplacement
arriere (Matsushima & Grillner, 1992).

Chez ce modele, de la locomotion dite « fictive » peut-étre obtenue sur une
préparation de moelle épiniere isolée in vitro, soit par application d’acides aminés
excitateurs, soit par stimulation des régions motrices du tronc cérébral (Cohen & Wallén,
1980). Le patron locomoteur ainsi induit couvre la méme gamme de fréquence (0,25-10Hz)
et présente une coordination intersegmentaire similaire a la nage in vivo (Wallén & Williams,
1984; Hsu et al., 2014). Cependant la variabilité du patron est parfois plus importante que
dans des conditions normales. Les caractéristiques de la nage arriére peuvent également
étre reproduites. En effet, si les segments caudaux de la moelle épiniére sont activés par
I'application d’acides aminés excitateurs a une concentration plus forte que les segments
rostraux, ils deviennent actifs a une plus haute fréquence. Ce sont eux qui vont alors
déclencher le rythme, et I'activité va se propager de facon caudorostrale (Matsushima &

Grillner, 1992).

- Embryon de Xénope.

L'embryon de Xénope, un amphibien anoure aquatique, a un mode de locomotion
similaire a celui de la lamproie, avec la propagation d’une onde métachronale le long du
corps. Chez '’embryon de Xénope, deux modes locomoteurs peuvent étre observés : la nage
et «la fuite », chacun ayant son propre patron moteur : (1) une vague rostrocaudale avec
une courte période (40-100ms) durant la nage; et (2) une vague caudorostrale avec une
période plus longue (>100ms) durant la fuite (Soffe, 1996). Ces deux comportements
moteurs impliquent les mémes populations de neurones, avec cependant plus de neurones
recrutés au cours de la fuite. L'initiation de I'un ou de I'autre de ces comportements dépend
de la stimulation de la moelle épiniéere : une stimulation de faible intensité va déclencher des
épisodes de nage, et une stimulation de plus forte intensité va entrainer un comportement
de fuite (Soffe, 1996).

Chez I'embryon de Xénope, le mouvement de nage part de la téte et progresse vers

la queue. Une propagation métachronale est observée avec un délai de 1,5 a 5,5ms/mm
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(Roberts et al.,, 1998). Cette propagation rostrocaudale résulte d’un gradient dans
I’excitabilité neuronale le long de la moelle épiniere (Tunstall & Roberts, 1994). Des
enregistrements intracellulaires des motoneurones a différents sites de la moelle épiniere
pendant la nage ont révélé une diminution rostrocaudale a la fois des entrées excitatrices
glutamatergiques et des entrées inhibitrices glycinergiques (Tunstall & Roberts, 1994). Il a
également été montré que les capacités rythmogeénes du réseau ne sont pas réparties
uniformément le long la moelle épiniére. Les régions rostrales sont capables d’agir comme
des oscillateurs indépendants, alors que les régions caudales ne peuvent générer un rythme

que si elles sont connectées aux régions rostrales (Roberts et al., 1998).

- Urodeéles.

Bien que la propagation métachronale de I'activité axiale ait été le plus souvent
étudiée chez des animaux se déplacant de maniere anguilliforme (lamproie, larve de
Xénope), des modeles intermédiaires capables a la fois de générer une nage anguilliforme et
une marche quadrupéde ont aussi été utilisés. C'est le cas des urodeles, chez qui des études
suggerent que l'organisation spinale permettant le contréle des mouvements du tronc est
tres proche de celle des apodes. Ainsi, au cours de la nage, ces animaux utilisent une
stratégie de propulsion similaire a celle observée chez la lamproie, avec une propagation
métachronale de I'activité motrice (Delvolvé et al., 1999). Cependant, la vitesse de cette
distribution rostrocaudale n’est pas uniforme, et trois régions différentes ont été
déterminées. Cette différence dans la vitesse de propagation serait due a la présence des
réseaux neuronaux des membres antérieurs et postérieurs (Delvolvé et al., 1997).

Lors de la marche chez cet animal, les muscles du tronc présentent deux bouffées
d’activité différentes, prenant leurs origines respectives au niveau des membres et se
propageant en sens inverse pour se réunir au milieu du tronc. Ce dernier patron moteur,
considéré comme hybride, suggére que l'incurvation du tronc implique une propagation
métachronale, comme chez la lamproie, sur laquelle vient s’ajouter I'activité générée par les

réseaux des membres.

- Mammiferes quadrupedes

Chez le chat, il a été montré une activation cyclique des muscles du tronc

coordonnée avec l'activité des membres (Carlson et al., 1979; Zomlefer et al., 1984a;
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Koehler et al., 1984). De maniére intéressante, des études récentes réalisées sur des chats
paralysés au cours d’épisodes de « scratching » fictifs, ont révélé la propagation rostro-
caudale d’une vague électrique au niveau des interneurones spinaux lombosacrés. La durée
de la phase de flexion, mais pas celle de la phase d’extension, est hautement corrélée avec la
durée de la vague électrique, avec une vitesse moyenne de propagation de 0,3m/s (Perez et
al., 2009).

Chez le rat, le tronc participe activement a la locomotion en effectuant une grande
oscillation de chaque c6té, avec un déplacement allant alternativement vers le membre de
réception. Une étude in vivo a montré que le tronc se courbait a chaque cycle moteur avec
une propagation métachronale de la queue vers la téte (Falgairolle & Cazalets, 2007). Chez
ces animaux, la propagation de I'activité motrice ne se voit que dans le sens caudo-rostral,
c’est-a-dire dans le sens opposé a celui observé chez les vertébrés inférieurs lors de la nage
en avant.

Bien qu’ils soient incapables de supporter leur poids durant les premiéres semaines
de développement, les rats nouveau-nés sont capables de réaliser des séquences de
locomotion (Fady et al., 1998; Jamon & Clarac, 1998). Au fur a mesure de leur
développement, le tonus musculaire du rat augmente et le patron moteur est modifié (Fady
et al., 1998; Brocard et al., 1999). A PO, le rat présente une activité motrice de type
« reptation », avec le ventre trainant au sol. Des mouvements oscillants sont observés au
niveau du tronc traduisant une instabilité posturale (Jamon & Clarac, 1998). Ces oscillations
disparaissent au cours du développement. Des enregistrements EMG du longissimus dorsali
(un muscle du dos) chez le rat nouveau-né au cours du développement, ont montré qu’il
n’existe pas de relation claire entre I'activité enregistrée au niveau des muscles du dos et les
phases du pas avant P6 (Geisler et al., 1996; Gramsbergen et al., 1999). De P6 a P8, une
activité faible est enregistrée au niveau des muscles du dos, et cette activité devient
réguliere a P11. Le rat présente un patron locomoteur « adulte » a P15. A cet age le rat est
capable de réaliser des activités motrices complexes (Westerga & Gramsbergen, 1990;
Geisler et al., 1993; Clarac et al., 1998) et parallelement I'activité des muscles du tronc
devient en phase avec celle des membres (Geisler et al., 1993; 1996). Toutefois, les muscles
du dos nacquierent leurs caractéristiques adultes qu’a partir de P26.

Récemment, chez le rat nouveau-né, des bouffées d’activité motrice liées a

I'activation du tronc lors d’expérimentation in vivo mais aussi in vitro ont été mises en
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évidence (Cazalets, 2005; Falgairolle & Cazalets, 2007). Une premiéere étude in vitro, basée
sur des enregistrements simultanés et multiples des racines ventrales thoraciques, lombaires
et sacrées, a mis en évidence que la moelle épiniére a une capacité intrinseque a générer
une activité motrice se propageant sur tout son axe (Cazalets, 2005). Ces travaux confirment
I'induction centrale des bouffées d’activité des muscles dorsaux qui avait été

antérieurement décrite (Koehler et al., 1984).

- Humains

La propagation métachronale n’est pas seulement restreinte aux quadrupedes. Des
enregistrements électromyographiques réalisés chez 'THomme au niveau des muscles du dos
pendant la marche ont montré une organisation temporelle comparable en termes
d’amplitudes des bouffés d’activité et des relations de phases a celle d’autres espéces
guadrupédes (de Seze et al., 2008). Deux bouffées d’activité sont enregistrées au niveau de
la musculature axiale au cours de chaque cycle locomoteur, quand les bras et les jambes
sont actifs. Le délai de propagation de la vague d’activité le long de la moelle épiniére
représente 17% du cycle locomoteur, soit environ 180ms. Ce délai de propagation varie en
fonction de la tdche motrice réalisée (marche en avant, marche en arriere, amble) (de Seze
et al., 2008). Durant la marche, les oscillations du tronc diminuent lors de I'accroissement de
la vitesse de 1 a 2m/s. Cela signifie que lorsque la vitesse de marche augmente, le tronc se
raidit et présente de moins en moins de latéroflexion au cours du cycle de marche

(Thorstensson et al., 1984).

II- Controle neuronal de la locomotion.

A) Organisation centrale et périphérique de la locomotion :

L'organisation des structures qui sous-tendent la genése de la locomotion est
particulierement bien conservée au sein du régne animal. On peut ainsi décrire trois étages
principaux : I'étage supraspinal qui initie et contréle la locomotion, I'étage spinale qui
génere le rythme, et enfin I'étage périphérique qui permet d’adapter rapidement le

mouvement aux contraintes environnementales (Fig. 3).
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Figure 4 : Réseaux locomoteurs supraspinaux.

(A) Structures nerveuses impliquées dans la locomotion. (B) Augmentation de I'activité enregistrée dans un
neurone du faisceau pyramidal (PTN) lors du franchissement d’un obstacle. Le panneau de gauche est une
représentation schématique des conditions expérimentales. L'activité des membres est enregistrée en EMG
au niveau du muscle fléchisseur du coude, le brachialis ipsilatéral (iBr) et controlatéral (CoBr). (modifié
d’aprés Drew et al., 2008) (C) Stimulation de la MLR chez le chat placé sur un tapis roulant. Lactivité est
enregistrée en EMG au niveau des muscles tibilalis antérieur (TA) et gastrocnémien (GS) droit (d) et gauche
(g). La stimulation de la MLR déclenche une activité locomotrice qui cesse a la fin de la stimulation (barre
noire). (modifié d’apres Mori et al., 1983)



Pendant longtemps, le chat a été le modele principal pour I'‘étude de la locomotion
chez les Vertébrés. Mais au cours des 20 derniéres années, de nouveaux modeles vertébrés
ont été développés comme la lamproie, le Xénope, le poisson zébre et les rongeurs
néonataux. Ces modeles ont amené un nouvel éclairage sur la compréhension de la fonction
locomotrice chez les vertébrés. L'avancée dans le domaine de la génétique a ouvert de
nombreuses possibilités sur I'étude des réseaux locomoteurs d’'une maniere qui était

impossible auparavant.

a- L’étage supraspinal

Différentes aires corticales telles que le cortex moteur primaire, le cortex prémoteur
et I'aire motrice supplémentaire participent a l'initiation et a la programmation de la
locomotion. Des expériences de Iésions ont montré que le cortex moteur n’est pas essentiel
pour obtenir une locomotion correcte chez le chat et le chien. En effet, ces animaux peuvent
marcher et courir sur un sol plat lorsque le cortex moteur ou le faisceau pyramidal sont
détruits (Miller et al., 1975; Bjursten et al., 1976; Grillner, 1985; Kriellaars et al., 1994).
Cependant quand la situation devient plus complexe et demande un plus grand contréle, par
exemple lorsque le chat doit franchir un obstacle, le cortex moteur est nécessaire pour la
réalisation du mouvement, en modifiant le patron moteur basal (Marple-Horvat et al., 1993;

Drew, 1993; Drew et al., 2008b). De plus, I'intégration au niveau du cortex visuel est

essentielle pour la locomotion « fine» (Fig. 4B) (Drew et al., 2008a).

Les informations issues du cortex empruntent deux voies de projection, la voie
pyramidale et la voie extrapyramidale. La voie pyramidale se projette directement sur les
neurones spinaux apres avoir décussé au niveau bulbaire, et contrbéle les mouvements
volontaires distaux et fins. Une partie de ses axones forment des collatérales qui se
projettent au niveau des noyaux moteurs diencéphaliques et du tronc cérébral (Fig. 4A). La
voie extrapyramidale ou voie indirecte forme un relais au niveau de I'hypothalamus et des
ganglions de la base qui ont pour role de sélectionner le comportement moteur approprié a
une situation donnée. Les ganglions de la base sont fortement impliqués dans le systeme
locomoteur puisqu’un dysfonctionnement de ces noyaux (par exemple lors de la maladie de
Parkinson) induit un sévere déficit dans l'initiation et le contrble de la locomotion. Sur le

plan de la connectivité, les ganglions de la base exercent un tonus inhibiteur GABAergique
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(originaire de la substance noire réticulée, SNr) sur les structures de projections telles que
les régions locomotrices mésencéphaliques (Garcia-Rill, 1986; Hikosaka, 1991). Le
déclenchement de la locomotion passerait alors par une levée de cette inhibition sur les

structures motrices du tronc cérébral.

En 1960, un groupe russe découvrit qu’une stimulation électrique d’une petite zone
du mésencéphale situé juste en avant du colliculus inférieur initiait de la locomotion chez
des chats décérébrés (Fig. 4C). Cette région, appelée région locomotrice mésencéphalique
(MLR), est présente chez tous les Vertébrés. Cette région est un pivot de l'intégration des
commandes locomotrices venant des structures cérébrales supérieures. La MLR sert d’unité
de controle : augmenter 'activité de cette région va augmenter progressivement la vitesse
de locomotion. Ainsi, lorsque I'on stimule la MLR chez un animal au repos, ce dernier va se
lever et se mettre a marcher. En augmentant lintensité de la stimulation, I'animal va
accélérer sa vitesse de marche et éventuellement commencer a galoper (Shik et al., 1966;
Mori et al., 1983).

Les neurones de la MLR sont excitateurs et contiennent du glutamate et de
I’acétylcholine comme neurotransmetteurs (Garcia-Rill & Skinner, 1987; Skinner et al., 1990;
Lai et al., 1999). Ces neurones projettent sur les neurones de la formation réticulée bulbo-
pontique, qui génere la commande finale initiant la locomotion (Armstrong, 1986; Noga et

al., 1991).

b- L’étage spinal

Au niveau spinal, des réseaux de neurones possédent la capacité de transformer une
commande tonique descendante en une activité rythmique (et ce en I'absence d’influence
de la périphérie) et produisent un patron locomoteur transmis aux motoneurones. Ces
réseaux neuronaux spinaux sont appelés générateurs centraux de patron (de l'anglais

« Central Pattern Generators », CPGs), et seront abordés plus en détail ultérieurement.

c- Régulation de I'activité locomotrice

- Les afférences sensorielles
Bien que le CPG puisse produire un rythme et en patron en absences de retours

sensoriels, l'activité locomotrice est en condition normale modulée par les entrées
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sensorielles pour pouvoir s’adapter a I'environnement (Rossignol et al., 2006; Frigon &
Rossignol, 2006). Il existe deux types d’entrées sensorielles modulant le CPG : les afférences
cutanées en provenance des mécanorécepteurs et les retours sensoriels en provenance des
muscles et des articulations. Ces derniers sont générés respectivement par deux types de
récepteurs proprioceptifs: les fuseaux neuromusculaires (fibore la et Il) sensibles a
I’étirement du muscle et les organes tendineux de Golgi (fibre Ib) sensibles a la force de
contraction du muscle. Ces récepteurs sont impliqués dans le contréle de la vitesse de la
marche, de la durée des phases d’appui et de transfert, ainsi que de la force générée par les
muscles. lls sont importants pour faciliter la transition de la phase d’appui vers la phase de
transfert au cours de la marche. En effet cette transition requiert un contréle précis du
muscle extenseur de la cheville et du muscle de flexion de la hanche. Au cours de ce
transfert, les afférences Ib en provenance du muscle extenseur de la cheville vont inhiber les
muscles fléchisseurs de cette derniere, tandis que les afférences la en provenance des
muscles fléchisseurs de la hanche vont faciliter sa flexion. Cela démontre que les afférences
proprioceptives de la cheville et de la hanche travaillent en synergie pour faciliter la
transition de la phase d’appui vers la phase de transfert (Pearson, 2008). De la méme
maniére, lorsque le membre est en extension compléte, les signaux inhibiteurs en
provenance des organes de Golgi des muscles extenseurs diminuent, pour faciliter la
transition de la phase d’appui vers la phase de transfert (Conway et al., 1987; Gossard et al.,
1994). C’est en régulant la durée de la phase d’appui et de transfert que les informations

proprioceptives participent au contréle de la vitesse de la marche.

Les afférences cutanées provenant des mécanorécepteurs codent les informations
relatives au toucher discriminatif (fibres des groupes II/111). Les récepteurs sensoriels cutanés
sont également importants dans la régulation de la locomotion (Panek et al., 2014). lls sont
activés quand le membre en mouvement rencontre un obstacle dans son environnement.
Leur activation va déclencher des réflexes, comme le réflexe « de correction » (Zehr et al.,
1997; Van Wezel et al., 1997). Les entrées sensorielles sont filtrées selon la phase du cycle
locomoteur. Par exemple, si un animal rencontre un obstacle quand le membre est dans sa
phase de transfert, le réflexe va augmenter I'amplitude du mouvement pour permettre au

pied de passer au-dessus de I'obstacle. Par contre si le méme stimulus est appliqué sur le
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dos du pied au cours de la phase d’appui, aucune correction ne sera apportée (Forssberg et
al., 1975; 1977, Forssberg, 1979; Drew & Rossignol, 1987).

Ces afférences semblent également étre impliquées dans le placement des membres
au cours de la locomotion, comme le montrent des expériences réalisées sur des chats
spinaux dénervés (section des nerfs cutanés) incapables de réaliser correctement une

marche sur les barreaux d’'une échelle (Bouyer & Rossignol, 2003).

- Le cervelet

En plus de sélectionner et d’initier la locomotion, les circuits moteurs des centres
supérieurs participent a la régulation de I’activité locomotrice et au maintien d’un équilibre
correct indispensable pour réaliser une locomotion adéquate. Le cervelet joue un role
central pour coordonner ces interactions. Des dommages au niveau du cervelet entrainent
une locomotion désorganisée avec des longueurs de pas variables et un placement du pied
incorrect, accompagné de problémes d’équilibre tel qu’une augmentation des oscillations
posturales, et des réponses anormales en cas de perturbations de la locomotion.

Le cervelet médian (vermis) et la zone intermédiaire des hémisphéres cérébelleux,
communément appelée le spinocervelet, recoivent des entrées de deux groupes de
neurones spinaux excitateurs, rythmiquement actifs durant la marche : les neurones de la
voie spinocerebelleuse dorsale (DSCT) et les neurones de la voie spinocerebelleuse ventrale
(VSCT) (Fedirchuk et al., 2013).

Les neurones DSCT sont localisés dans la colonne de Clarke (Mann, 1973) située dans
la corne dorsale de la moelle épiniére, et projettent sur le cervelet via le funiculus
dorsolatéral (Matsushita & Ikeda, 1970; Grant et al., 1982; Xu & Grant, 1994). Ces neurones
recoivent des entrées en provenance des afférences proprioceptives, principalement des
fuseaux neuromusculaires, et ainsi permettent au cervelet d’étre renseigné sur le
mouvement actuel des membres (Arshavsky et al., 1972; Bosco & Poppele, 2003).

Les neurones VSCT sont localisés dans la moelle épiniere ventrale et projettent sur le
cervelet via le funiculus ventral (Matsushita & Ikeda, 1970; Lundberg & Weight, 1971; Grant
et al., 1982; Xu & Grant, 1994). Leur activité rythmique n’est pas dépendante des
informations sensorielles provenant des membres, mais ils sont rythmiquement modulés par

le CPG locomoteur (Arshavskii et al.,, 1972; Gustafsson & Lindstrom, 1973). Ainsi, les
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neurones du VSCT envoient au cervelet une copie d’efférence du rythme généré par le CPG
locomoteur (Lundberg, 1971) .

Pris ensemble, ces circuits composent une boucle spinocérébelleuse qui permet de
moduler I'activité du CPG en fonction de I’environnement. En comparant le mouvement
attendu (provenant du VSCT) et le mouvement réel (provenant du DCST), le cervelet peut
ajuster la commande motrice en contrélant indirectement I'activité des CPGs spinaux et des
motoneurones via les voies descendantes vestibulospinales, rubrospinales et

réticulospinales.

- Les noyaux vestibulaires

Outre l'initiation et le controle de la locomotion, I'étage supraspinal détermine
également le niveau de tonus postural afin de maintenir I’équilibre de I’'animal au cours de la
locomotion en ajustant en permanence la balance entre la contractilité des muscles
extenseurs et fléchisseurs. Ainsi, les noyaux vestibulaires latéraux, activés phasiquement au
cours de la locomotion, se projettent au sein de la moelle épiniére sur les interneurones et
les motoneurones extenseurs, induisant une augmentation de l'activité des muscles
antigravitaires au cours de la phase d’appui (Orlovsky, 1972). A I'inverse, le noyau rouge et la
formation réticulée pontique se projettent sur les neurones innervant les muscles
fléchisseurs, intervenant préférentiellement dans la régulation de la phase de transfert (Lai
& Siegel, 1990; Rossignol et al., 2006). Cette balance fonctionnelle entre ces structures
prend toute sa dimension dans les expériences de lésion chez le chat ou une transection
intercolliculaire induit une rigidité dite de décérébration (hyperextension) suite a la

suppression de I'influence du noyau rouge (Sherrington, 1906).

B) Organisation des réseaux locomoteurs de la moelle épiniére

Une avancée dans la compréhension des substrats neuronaux permettant la genese
de la locomotion chez les mammiferes fut menée par le neurophysiologiste Thomas Graham
Brown au début de 20°™ siécle. Il montra gue le mouvement de flexion et d’extension des
membres postérieurs pouvait étre évoqué chez le chat dont la moelle épiniere avait été
transectée au niveau thoracique, et dont les entrées sensorielles avaient été supprimées.
Graham Brown conclut que les réseaux neuronaux de la moelle épiniere peuvent, quand ils

sont correctement activés, organiser des mouvements rythmiques avec une alternance de
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flexion et d’extension, en absences de retours sensoriels. Ces recherches montrérent
clairement que la moelle épiniere elle-méme contient des réseaux neuronaux capables de
générer des mouvements rythmiques sans informations sensorielles. Ces réseaux neuronaux
sont appelés générateurs centraux de patron ou CPGs. Les neurones du CPG recoivent des
informations en provenance des structures supraspinales, a partir desquelles ils sont
capables de produire un rythme et un patron d’activité qui sera envoyé jusqu’aux

motoneurones puis aux muscles.

a- Localisation des CPGs de la marche.

Tres tot, des études ont montré que la région lombaire contenait suffisamment
d’éléments neuronaux pour produire un patron d’activation des muscles des membres
postérieurs extrémement précis au cours de la locomotion.

Grillner et Zangger (Grillner & Zangger, 1979) furent les premiers a étudier la
localisation du réseau moteur contrélant les membres postérieurs chez le chat, en utilisant
une approche lésionnelle. lls montrérent qu’une alternance rythmique peut étre évoquée
entre les muscles fléchisseurs et extenseurs de la cheville quand les segments L6-S1 sont
isolés du reste de la moelle. De plus, lors de la stimulation de la MLR chez le chat, les
interneurones du segment L4 sont rythmiquement actifs au cours de la locomotion
(Shefchyk et al., 1990), suggérant que les capacités rythmogenes du CPG contrélant les
membres postérieurs sont localisées dans I'élargissement lombaire. Par la suite, de
nombreuses recherches furent menées sur la préparation de moelle épiniére isolée in vitro
de rongeurs, et a I'aide d’approches lésionnelles, électrophysiologique, pharmacologiques et
de marquages neuroanatomiques définirent les segments T13-L2 comme localisation du CPG
sur ce modele (Fig. 5) (Kudo & Yamada, 1987a; Cazalets et al., 1995; Bracci et al., 1996;
Kiehn & Kjaerulff, 1996; Cowley & Schmidt, 1997a; Kremer & Lev-Tov, 1997; Bonnot et al.,
1998; Gabbay et al., 2002; Bertrand & Cazalets, 2002; Antri et al., 2011). De la méme
maniere, la localisation transversale des CPGs fut mise en évidence au sein de la moelle
épiniére ventrale au niveau des couches VI, VIl et X de Rexed (Viala et al., 1988; Kjaerulff et
al., 1994; Cina & Hochman, 2000; Antri et al., 2011).

Les membres antérieurs sont controlés par les réseaux locomoteurs localisés dans la

moelle épiniére cervicale (Ballion et al., 2001). Ces deux CPGs sont interconnectés pour
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A1 A2 A3
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IL2

Figure 5 : Localisation des réseaux locomoteurs lombaires.

(A1) et (B1) Représentation schématique des conditions expérimentales. (A2) L'application de NMA/5HT sur
les segments lombaires L1 a L2 déclenche une activité locomotrice dans les racines ventrales lombaires L1 a
L3. (A3) Dans cette condition, une activité locomotrice rythmique est enregistrée dans les motoneurones
lombaires L5. (B2) Lors de la perfusion des segments lombaires bas, seule une activité tonique est
enregistrée au niveau des racines lombaires L4 et L5. (B3) Lactivité enregistrée dans un motoneurone
lombaire L5 révéle une activité tonique. (modifié d’apres Cazalets et al., 1995)



permettre la coordination adéquate des membres antérieurs et postérieurs (Juvin et al.,

2005).

b- Fonctionnement du CPG

Le patron moteur chez les mammiferes quadrupedes est plus complexe que celui de
la lamproie (Grillner, 2003; 2006) ou du Xénope (Roberts et al., 1998) car l'activité des
muscles des membres doit étre coordonnée a la fois en respectant une alternance bilatérale
mais également une alternance flexion-extension. Deux types d’approche ont été utilisés
pour étudier l'organisation des réseaux moteurs chez les mammiféres. De maniere
traditionnelle, des techniques de lésions, d’électrophysiologies, de marquages
neuroanatomiques conventionnels ainsi que des approches pharmacologiques menées chez
le chat et le rongeur, ont permis d’identifier plusieurs populations d’interneurones sur la
base de leurs propriétés membranaires (rebond post inhibiteur, plateaux), de la connectivité
(afférences sensorielles, efférences) ainsi que de leur patron locomoteur (extenseur,
fléchisseur ou tonique). Plus récemment une approche génétique a été mise au point pour

étudier les neurones moteurs spinaux (cette approche sera développée ultérieurement).

Des expériences de |ésions réalisées sur des préparations de moelles épiniéres isolées
in vitro de rats nouveau-nés ont montré qu’une hemimoelle est capable de générer
I'alternance flexion-extension des membres (Kudo & Yamada, 1987a; Cowley & Schmidt,
1997a; Bonnot et al., 2002; Falgairolle & Cazalets, 2007; Hagglund et al., 2013). Les
connexions inhibitrices glycinergiques sont importantes dans la genése de cette alternance,
et la perfusion de strychnine (un inhibiteur glycinergique) sur la préparation déclenche une
activité synchrone entre les racines innervant les muscles fléchisseurs et extenseurs (Cowley
& Schmidt, 1995; Cazalets, 2005).

Il existe des évidences montrant que les interneurones inhibiteurs la sont essentiels
pour coordonner l'alternance flexion-extension (Pratt & Jordan, 1987). Les interneurones la
sont activés par des afférences proprioceptives de type la originaires des fuseaux
neuromusculaires. Des expériences menées chez le chat ont montré que les interneurones la
sont organisés en groupes fléchisseurs et extenseurs, connectés réciproquement autour
d’une articulation. Les interneurones la « fléchisseurs » inhibent les motoneurones

extenseurs, tandis que les interneurones la « extenseurs » inhibent les motoneurones
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fléchisseurs. D’autres neurones inhibiteurs sont aussi impliqués dans cette alternance. Les
motoneurones recoivent des inhibitions rythmiques des cellules de Renshaw qui sont
activées par les collatérales des motoneurones (McCrea et al., 1980).

Des expériences menées chez le rat ont révélé |'existence de deux voies impliquées
dans l'alternance gauche-droite : une voie directe impliquant des neurones commissuraux
inhibiteurs projetant sur les motoneurones et une voie indirecte qui projette sur des
neurones prémoteurs inhibiteurs (Kjaerulff & Kiehn, 1996; 1997; Quinlan & Kiehn, 2007). La
perfusion d’antagonistes glycinergiques et GABAergiques sur la moelle épiniére isolée de rat
nouveau-né induit une activité rythmique caractérisée par une activité bilatérale synchrone
(Bracci et al., 1996). Ce double systeme inhibiteur est lui-méme sous le controle des

neurones générant le rythme moteur.

c- Dissection génétique du CPG

Au cours de la derniere décennie, de nouvelles approches basées sur des techniques
de génétique moléculaire combinées a I'électrophysiologie et a de I'imagerie fonctionnelle
ont permis d’identifier différentes populations d’interneurones participant a I'activité
locomotrice. Trés t6t au cours du développement des morphogénes sont sécrétés pour
permettre la différenciation de cing progéniteurs ventraux et six progéniteurs dorsaux
caractérisés par leur expression différentielle de facteurs de transcription (Fig. 6). Au fur et a
mesure du développement, les cellules progénitrices maturent et migrent vers leur position
finale dans la moelle épiniére. Au sein de la moelle épiniere ventrale ou se situe le CPG, les
neurones peuvent étre divisés en six groupes : les neurones VO a V3, les interneurones Hb9,

et les motoneurones (Goulding, 2009).

- Les neurones VO

Les neurones VO sont spécifiés par le facteur de transcription Dbx1 et sont localisés
dans la partie ventro-médiane de tous les segments de la moelle épiniere (Pierani et al.,
1999). Cette population est constituée d’environ deux tiers de neurones inhibiteurs et d’un
tiers de neurones excitateurs (Lanuza et al., 2004). Les neurones VO sont pour la plupart des
neurones commissuraux (Pierani et al., 2001) réparties en deux groupes : les neurones VO
localisés dans la partie dorsale (VOp) et les neurones VO de la partie ventrale (VOy). Toutefois,

une étude récente a mis en évidence un troisieme groupe de neurones, les VOc/s, qui ont la
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Type Facteursde Projections et neurotransmetteurs
transcription
O dle WT1/dmrt3 Ipsilatérales et commissurales
l Inhibiteurs - GABA/glycine
. vod Dbx1/Evx1- Commissurales
Dorsal Inhibiteurs - GABA/glycine
. VOov Dbx1/Evx1+ Commissurales
Excitateurs - glutamate
il o w En1 Ip5|.Ia.teraIes .
Inhibiteurs - GABA/glycine
@ 2 Chx10 Ipsilatérales
Excitateurs - glutamate
. V2b Gata2/3 Ipsilatérales
Inhibiteurs - GABA/glycine
@ W HB9 Périphériques - Acetylcholine
@ HboIn HB9 Ipsilatérales
Excitateurs - glutamate
. V3 Sim1 Commissurales (85%)

Ipsilatérales (15%)
Excitateurs - glutamate

Figure 6 : Les facteurs de transcription déterminent l'identité des cellules spinales ventrales.

(A) Les morphogénes sont sécrétés selon un gradient de concentration rostrocaudale et vont spécifier les
cellules progénitrices pd6, p0-p3 et pMN, caractérisées par I'expression de leurs facteurs de transcription.
Lorsque les cellules progénitrices maturent, elles migrent latéralement et sont appelés dI6, VO-V3, HB9, et
motoneurones. (B) Tableau montrant les principaux facteurs de transcription pour les six classes de
neurones situés ventralement (dI6, VO-V3, HB9 et MN), leurs projections, et le phénotype des
neurotransmetteurs de ces neurones. (modifié d'aprés Kiehn & Dougherty, 2013)



particularité d’étre soit glutamatergique (VOg) soit cholinergique (VOc), et qui projettent
ipsilatéralement sur les motoneurones. D’apres les auteurs, les neurones VOc/g ont un role
important dans la neuromodulation de I'activité motoneuronale (Zagoraiou et al., 2009). Il a
été montré que les interneurones VO sont rythmiquement actifs au cours de la locomotion
(Dyck & Gosgnach, 2009). Chez les souris, la délétion des neurones VO entraine une
diminution de la coordination droite-gauche, alors que I'alternance homolatérale flexion-
extension est conservée (Lanuza et al., 2004; Talpalar et al., 2013). Des délétions sélectives
des VOp et VOy ont révélé que ces populations sont responsables de I'alternance bilatérale
dans une gamme de vitesse locomotrice donnée (Talpalar et al.,, 2013). Ces données
suggerent que les neurones VO sont impliqués dans le contréle de I'alternance bilatérale lors
de la locomotion, mais ils ne semblent pas étre nécessaires a linitiation de I'activité

locomotrice.

- Les neurones V1

Les interneurones V1 sont des interneurones inhibiteurs qui projettent
ipsilatéralement sur les motoneurones des segments voisins (Alvarez et al., 2005). Il est
admis que les cellules de Renshaw ainsi que les interneurones de types la dérivent de cette
population neuronale (Sapir et al., 2004). Les souris qui n’expriment plus cette population
neuronale ne parviennent plus a produire des patrons locomoteurs rapides (Gosgnach et al.,
2006). Chez ces souris, le patron d’activité flexion-extension est conservé (Gosgnach et al.,
2006), ce qui indique que les neurones V1 ne sont pas suffisants pour générer I'alternance
flexion-extension. Néanmoins, il a été montré que ces neurones participent a la genése de ce

patron en interaction avec d’autres populations neuronales (Zhang et al., 2014).

- Les neurones V2

Les interneurones V2 sont localisés dans la lamina VIl de la moelle épiniére
(Dougherty & Kiehn, 2010a). lls peuvent étre divisés en en deux sous populations sur la base
des facteurs de transcription exprimés: les neurones V2a et V2b. 95% des neurones V2a sont
des neurones excitateurs, dont les projections sont ipsilatérales glutmatergiques (Lundfald
et al., 2007), alors que les neurones V2b sont des neurones commissuraux inhibiteurs (Al-
Mosawie et al., 2007; Lundfald et al., 2007). Sachant que les interneurones excitateurs sont
essentiels pour l'initiation et le maintien de I'activité locomotrice chez les mammiferes

(Kiehn et al., 2008), les neurones V2a ont été les premiers étudiés. Ainsi, les études
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électrophysiologiques ont montré que les neurones V2a possedent des propriétés
membranaires leur permettant de produire des oscillations endogenes (Dougherty & Kiehn,
2010b; Zhong et al., 2010) et que les souris n’exprimant pas les neurones V2a présentent in
vitro une altération de I'alternance gauche-droite (Crone et al., 2008). Des études ultérieures
menées sur des souris adultes n’exprimant pas les V2a, ont montré que l'alternance
bilatérale est uniquement affectée lors des phases de locomotion a haute vitesse, ce qui
suggere que l'activation des V2a est mise en jeu uniquement lors d’épisodes de marche
rapide (Crone et al., 2009; Zhong et al., 2010; Dougherty & Kiehn, 2010a). Le fait que la
locomotion soit maintenue en I'absence des neurones V2a suggére que cette population
neuronale ne constitue pas le générateur de rythme locomoteur. Toutefois, en plus de leurs
caractéristiques anatomiques et électrophysiologiques, les neurones V2a recoivent une
commande directe provenant du générateur de rythme locomoteur (Zhong et al., 2010;
Dougherty & Kiehn, 2010a) et pourraient donc constituer un élément important du circuit
neuronal impliqué dans I'élaboration du patron locomoteur. Une étude récente a montré
que les neurones V2b participent a la genése de l'alternance flexion-extension, en

interaction avec les neurones V1 (Zhang et al., 2014).

- Les neurones V3

Les interneurones V3 sont des interneurones excitateurs glutamatergique (Zhang et
al., 2008) localisés dans la région dorso-médiane et ventro-médiane de la moelle épiniére, et
projetant directement sur les motoneurones controlatéraux. Deux sous-populations de
neurones V3 ont été mises en évidence sur la base de leurs localisations et de leurs
propriétés électrophysiologiques : les neurones V3 ventraux et dorsaux (Borowska et al.,
2013). Chez des souris mutées ou les neurones V3 ont été mis sous silence, la locomotion
fictive est caractérisée par une activité irréguliere et asymétrique entre les nes gauche-
droite d’usn segment spinal (Zhang et al., 2008). Ce patron d’activité irrégulier est également
observé in vivo lors d’épisodes de locomotion chez ces souris mutées. Ces résultats
montrent que les interneurones V3 participent a la coordination des activités locomotrices

bilatérales (Zhang et al., 2008).

- Les neurones dI6 :
Les interneurones dl6 sont localisés dans la lamina VII/VIII de la moelle épiniere

(Gross et al., 2002) et sont de type inhibiteur. Cette population neuronale est relativement
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hétérogene, car elle est composée de neurones ipsilatéraux et commissuraux. Une étude
récente basée sur des enregistrements électrophysiologiques a permis de démontrer que la
plupart des neurones dl6 sont actifs rythmiquement au cours d’un épisode de locomotion
fictive (Dyck et al., 2012). Sur la base de leurs propriétés électrophysiologiques ainsi que de
leurs patrons de décharge, ces neurones peuvent étre divisés en deux populations. La
premiére présente des bouffées de potentiels d’action faiblement coordonnées a I'activité
enregistrée au niveau des racines ventrales. Toutefois, ces neurones possedent des
propriétés membranaires intrinseques similaires a celles des neurones oscillants, ce qui
pourrait leur faire jouer un réle dans la genése du rythme locomoteur. La seconde
population de neurones présente un patron de décharge rythmique en phase avec I'activité
enregistrée au niveau des sorties motrice, mais ne posséde aucune des propriétés
membranaires caractéristiques des neurones oscillants. De plus, chez des souris KO pour une
sous populations de neurones di6 (les neurones dI6 exprimant le facteur de transcription
dmrt3), les souris néonatales présentent des problémes de coordinations gauche-droite lors
d’épisodes de air-stepping. Chez I'adulte, on observe un patron moteur altéré lors de

locomotion a grande vitesse (Vallstedt & Kullander, 2013).

- Les neurones Hb9

Les interneurones exprimant le facteur de transcription Hb9 (basic helix-loop- helix
domain containing, class B, 9) sont localisés dans la partie ventro-médiane de la moelle
épiniere et s’étendent de la région cervicale a la région lombaire (Wilson et al., 2005;
Hinckley et al., 2005; Ziskind-Conhaim et al., 2010). Ce sont des neurones glutamatergiques,
interconnectés, et dont les projections axonales sont uniquement ipsilatérales (Hinckley et
al., 2005). Il a été montré que ces neurones sont rythmiquement actifs durant la locomotion
fictive (Wilson et al., 2005; Hinckley et al., 2005) et qu’ils possédent des propriétés
membranaires spécifiques des neurones oscillants, telles que les courants sodiques
persistants (Ziskind-Conhaim et al., 2008). Isolés par application de TTX, ces neurones
conservent la faculté de produire des oscillations rythmiques de leur potentiel de membrane
lors de l'application du cocktail NMA/5HT utilisé pour induire la locomotion fictive (Wilson et
al., 2005). Cependant, des études récentes ont remis en cause le role central de ces
neurones dans la genése du rythme locomoteur Tout d’abord, le nombre de neurone Hb9

par segment spinal (environ 40 chez la souris) semble étre insuffisant pour générer une
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activité rythmique telle que la locomotion (Kwan et al., 2009). De plus, il a été mis en
évidence que l'activité des neurones Hb9 débute le plus souvent aprés |'apparition des
bouffées locomotrices enregistrées au niveau des racines ventrales (Kwan et al., 2009) et
dans ces conditions les neurones Hb9 ne peuvent étre considérés comme initiateurs du
rythme locomoteur. A ce jour il est difficile de déterminer le role précis de cette population
d’interneurones dans le comportement locomoteur, puisque les motoneurones expriment
également le facteur de transcription Hb9, ce qui empéche la création d’'un modele de souris
délété pour les neurones Hb9.

De plus, dans le cas d’ablation génétique de certaines populations neuronales, des
mécanismes de compensations peuvent intervenir et ainsi fausser linterprétation des
résultats. C'est pourquoi, des modeles de souris exprimant des canaux photosensibles sont
actuellement développés afin d’activer spécifiquement certaines populations neuronales.
Des études récentes ont ainsi permis de déterminer que I'activation lumineuse des neurones
spinaux exprimant le transporteur Vglut2 est suffisante pour initier un épisode de

locomotion fictive (Hagglund et al., 2010).

d- Motoneurones et propriétés membranaires impliguées dans la régulation du cycle

locomoteur

- Motoneurones

Les neurones moteurs sont présents a tous les niveaux de la moelle épiniere et
projettent hors du systéme nerveux central sur les muscles squelettiques. Il existe trois types
des motoneurones : les motoneurones o, qui innervent les fibres musculaires extrafusales,
les motoneurones y qui innervent les fibres intrafusales, et les motoneurones [ qui
innervent les deux types de fibres (Banks, 1994).
Les motoneurones a et 3 peuvent étre divisé en deux catégories : les motoneurones « fast »
et «slow ». Cette catégorisation s’effectue sur la base de propriétés métaboliques et
contractiles des muscles innervés (Hoffmann, 1966; Kernell, 1986; Banks, 1994). Plusieurs
études ont montré que les caractéristiques anatomiques et les propriétés électriques des
motoneurones sont corrélées aux types des motoneurones. Ainsi plusieurs parameétres sont
utilisés pour distinguer les motoneurones « fast » et « slow » comme la taille du soma,

I'excitabilité des cellules, I'AHP (afterhyperpolarization) et la vitesse de conductance
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axonale. Par exemple, les motoneurones « fast » innervant des muscles fatigables, tendent a
avoir un soma assez grand et une résistance faible et donc nécessitent beaucoup de courant
dépolarisant pour évoquer un PA. lls ont également une AHP plus courte que celle des

motoneurones « slow » (Zengel et al., 1985; Manuel & Zytnicki, 2011).

- Propriétés cellulaires et rythme locomoteur

La connexion synaptique n’est pas le seul élément a déterminer le fonctionnement
du CPG. Les neurones possédent de nombreuses conductances ioniques potassiques,
sodiques et calciques, qui déterminent leur réponse aux entrées synaptiques. Certaines de
ces conductances ioniques peuvent participer a la genése du rythme et modifier le patron de
décharge des neurones. Ainsi il a été montré chez de nombreuses espéces que les propriétés
de membranes jouent un role important dans le fonctionnement du CPG, comme par
exemple les propriétés de plateaux qui amplifient la bouffée (Bennett et al., 1998;
Brownstone, 2006), ainsi que les conductances ioniques impliquées dans les transitions de
phases et dans la régulation de la fréquence de décharge (Bertrand & Cazalets, 1998b; Kiehn
et al., 2000).

Des propriétés de « burst conditionnels » ont été décrites dans des neurones spinaux
moteurs. L'application de NMDA sur une préparation de moelle épiniére isolée de rongeurs
déclenche des oscillations du potentiel de membranes des motoneurones (Kiehn et al.,
1996; Maclean et al., 1997). Ces oscillations NMDA-dépendantes sont retrouvées lorsque
les neurones sont isolés par ajout de tétrodotoxine (TTX) dans le bain de perfusion
(Hochman et al., 1994; MacLean et al., 1997). Ces oscillations sont susceptibles de jouer un
role essentiel dans la genése du rythme locomoteur chez les mammiferes (Kiehn, 1991;
Schmidt et al., 1998). Ces propriétés sont également retrouvées dans des neurones spinaux
de différentes espéces. Chez la lamproie ces oscillations NMDAR dépendantes sont
impliquées dans le contréle de la nage lente (Cangiano, 2003; Wallén & Grillner, 2003).

Les propriétés de plateaux sont un mécanisme d’amplification post-synaptique. Ces
propriétés permettent au neurone de se dépolariser et de décharger pendant une période
prolongée en réponse a une bréve entrée excitatrice (Bennett et al., 1998; Brownstone,
2006). Cette dépolarisation peut cesser de maniere spontanée par une modification des
conductances ioniques ou bien suite a une entrée inhibitrice (Hultborn et al., 1975;

Hounsgaard et al., 1984; Crone et al., 1988). Les propriétés de plateaux sont sous-tendues
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par les courants entrants persistants (PICS) composés d’un courant sodique persistant (Iyap)
(Li & Bennett, 2003; Harvey, 2006a) et d’un courant calcique persistant (canal calcique de
type L) (Lee & Heckman, 1998; Carlin et al., 2000). Les courants Ican (Calcium-activated non
selective current) sont également impliqués dans le maintien de ces phénomenes de plateau
(Bouhadfane et al., 2013). Ce mécanisme d’amplification est important dans la régulation de
la fonction motrice mais également de la fonction posturale (Eken et al., 1989; Eken & Kiehn,
1989). Chez les motoneurones des vertébrés, leur expression est contrélée par la
neuromodulation induite par les monoamines, comme la sérotonine et la noradrénaline (ce

sujet sera développé ultérieurement).

En plus des inhibitions réciproques, les conductances ioniques sont impliquées dans

les transitions de phase, et peuvent affecter le rythme et le patron locomoteur.
Ainsi, le courant |, participe au mécanisme d’échappement a l'inhibition, qui permet au
motoneurone de sortir d’'un état hyperpolarisé. Le courant I, (courant activé par une
hyperpolarisation) est un courant entrant impliquant des ions Na* et K*. Quand le potentiel
de membrane est hyperpolarisé, le courant |, s’active, entrainant la formation d’un « sag »
qui correspond a la dépolarisation du neurone malgré le maintien de I’hyperpolarisation.
Quand I'hyperpolarisation est levée, le courant |, contribue a I'apparition d’'un rebond post-
inhibiteur. Ce comportement a deux conséquences importantes sur les propriétés
intégratives de la cellule. Premiérement, le «sag » limite les effets d’une inhibition soutenue
en permettant a la cellule d’échapper a cette inhibition. Deuxiemement, le rebond post-
inhibiteur peut déclencher une bouffée de potentiels d’actions (Bertrand & Cazalets, 1998b;
Kiehn et al., 2000). Ce courant est présent dans les motoneurones spinaux (Takahashi,
1990a; 1990b) et participe aux transitions de phases au cours de la locomotion (Bertrand &
Cazalets, 1998b).

D’autres conductances participent a la formation du rebond post-inhibiteur, comme
le courant calcique a bas seuil de type T. C'est un courant a faible seuil d'activation, qui se
désinactive au cours d ‘une hyperpolarisation. Lorsque I'hyperpolarisation est levée, le
courant Iy participe a la formation du rebond post-inhibiteur. Ce courant est retrouvé dans
motoneurones (Berger & Takahashi, 1990; Bertrand & Cazalets, 1998b) et les cellules HB9-
positives (Bertrand & Cazalets, 1998b; Anderson et al., 2012).
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Ces courants sont donc essentiels pour permettre les transitions de phase au cours de la

locomotion (Bertrand & Cazalets, 1998b).

I1l- Neuromodulation

Dans le but de produire un déplacement précis et efficace de I'animal au travers de
son environnement, il est nécessaire que l'activité des réseaux spinaux soit flexible et

modulable. La neuromodulation représente une source importante de cette flexibilité.

La décharge rythmique des motoneurones qui commandent les mouvements
locomoteurs résulte de l'activité et des connexions entre les différents interneurones
prémoteurs spinaux. La neuromodulation modifie I'activité locomotrice via plusieurs
mécanismes : soit en modulant les propriétés des motoneurones et des interneurones du
CPG, soit en modulant les connexions synaptiques entre les interneurones et les
motoneurones. Ces deux mécanismes n’affectent pas le rythme de la méme maniére. Ainsi
la modulation des propriétés membranaires des motoneurones va essentiellement modifier
I’'amplitude ou la durée des bouffées motrices (Berger & Takahashi, 1990; Kjaerulff & Kiehn,
2001). Si les propriétés des bouffées ne sont pas modifiées mais que la fréquence motrice
est altérée, alors les neuromodulateurs affectent essentiellement les réseaux prémoteurs
(Cazalets et al., 1992; Sqalli-Houssaini & Cazalets, 2000a; Zhong, 2006; Han et al., 2007).
Dans la plupart des cas, a la fois 'amplitude et la fréguence sont modifiées, suggérant que
les CPGs et les motoneurones sont affectés simultanément.

Les principaux neuromodulateurs étudiés dans le controle de la locomotion chez les
vertébrés sont répartis en trois principales catégories: les amines (5HT, noradrénaline,
dopamine), les acides aminés excitateurs et inhibiteurs (glutamate et ses analogues, GABA,
glycine), et les petptides (substance P). D’autres molécules n’appartenant pas a ces
catégories ont été montrées comme altérant I'activité locomotrice, comme les purines (ATP
et adénosine), la D-serine, les endocannabinoides, et I'azote (NO). Pour la plupart, ces
neuromodulateurs agissent sur des récepteurs couplés a des protéines G, et modulent la
concentration en seconds messagers intracellulaires. Ces neuromodulateurs proviennent de

deux sources possibles: une source extrinseque telle que les entrées modulatrices en

33



provenance des structures supérieures et une source intrinseque de neuromodulateurs
libérés par les cellules spinales (pour revue voir (Harris-Warrick, 2011; Miles & Sillar, 2011)

Il semblerait que les acides aminés excitateurs (AAEs) établissent les caractéristiques
temporelles basales du rythme moteur avec une période motrice dépendante de la
concentration en AAEs endogenes libérés (Kudo & Yamada, 1987b; Cazalets et al., 1992;
Beato et al., 1997; Talpalar & Kiehn, 2010). Le réle principal des amines serait de moduler ce
patron basal généré par les AAEs, dans le but de produire un comportement moteur
efficace.

Dans cette partie, nous ne considérerons que la neuromodulation du systéme moteur chez

les mammiféres, la partie sensorielle ne sera pas abordée.
A) Les acides aminés excitateurs.

Historiguement le NMDA, un acide aminé excitateur agoniste des récepteurs NMDA,
a été reporté comme la premiére molécule capable de déclencher des épisodes de
locomotion fictive sur des préparations de moelles épiniéres isolées de rat nouveau-né
(Fig. 7A) (Kudo & Yamada, 1987b; Smith & Feldman, 1987).

Le glutamate est connu comme étant le neurotransmetteur excitateur principal dans
le systeme nerveux central. Il est a la fois libéré de maniére endogéne par les neurones
spinaux, et par les voies descendantes (Jordan et al.,, 2008; Hagglund et al., 2010). Le
glutamate a un effet excitateur rapide via 'activation de récepteurs ionotropiques au
glutamate (AMPA, NMDA et kainate) mais peut aussi agir en se liant a trois groupes de
récepteurs métabotropiques couplés aux protéines G (mGlurRs I-lll) (Beato et al., 1997).
L'effet des récepteurs métabotropiques au glutamate dans le systéme moteur des Vertébrés
a été principalement étudié chez la lamproie (Krieger et al., 1998; Manira et al., 2002). |l
existe deux sous-types de récepteurs mGluRs de types 1: les mGlurl et mGlur5, tous deux
localisés en postsynaptique (Krieger et al., 1996), mais modulant la locomotion de maniére
différente. L’activation des récepteurs mGIluR1 augmente la fréquence locomotrice (Krieger
et al., 1998), a l'inverse activer les récepteurs mGIuR5 ralentie la fréquence locomotrice
(Kettunen et al., 2002). Chez la lamproie, les récepteurs mGluRs de type 2 et 3 sont localisés
au niveau présynaptique et inhibent la transmission synaptique en bloquant le relargage du

glutamate (Cochilla & Alford, 1998). Ainsi, ces récepteurs permettraient un contréle négatif
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Figure 7 : Les acides aminés.

(A1) Activité locomotrice induite par la perfusion de glutamate, enregistrée au niveau des racines
lombaires L2 droite (rL2) et gauche (IL2). (A2) Activité locomotrice induite par la perfusion de NMA (un
agoniste glutamatergique) enregistrée au niveau des racines lombaires L3 droite (rL3) et gauche (IL3)
(modifié d’apres Cazalets et al., 1992). (B) Locomotion fictive induite par perfusion de NMA sur la
préparation est progressivement ralentie lors de la perfusion de GABA avant d'étre complétement inhibée.
Différentes échelles de temps sont utilisées pour montrer clairement la régularité de 'activité motrice. (C)
Activité motrice enregistrée lors de la perfusion de doses élevées de NMA associées a une faible dose de
bicuculline. Dans cette condition, la période locomotrice accélére. Lactivité est enregistrée au niveau des
racines ventrales lombaires droite et gauche, respectivement rL2 et IL2 (modifié d’aprés Cazalets et al.,
1994).



de la transmission excitatrice et leur activation ralentit la locomotion fictive (Krieger et al.,
1996).

Chez les rongeurs l'activation des mGIurR1 module, mais n’induit pas I'activité
locomotrice sur les préparations de moelle épiniére isolée. L’application d’agonistes aux
récepteurs mGluR de groupe 1 sur une moelle épiniére isolée de rat, peut soit ralentir le
rythme soit interrompre complétement I'activité locomotrice (Taccola et al., 2004b). A
I'inverse, des travaux réalisés sur des moelles épinieres isolées de souris montrent une
augmentation de I'activité locomotrice lors de I'activation des mGIluR1 (lwagaki & Miles,
2011), en accord avec les résultats obtenus chez la lamproie. Il a également été montré
qu’en plus de moduler la fréquence locomotrice, les mGIuR1 affectent aussi 'amplitude des
bouffées motrices chez la souris, ce qui indique que la modulation induite par les mGIuR1
agit a la fois sur les interneurones du CPG et les motoneurones. Ainsi, au niveau des
motoneurones, il a été montré que l'application d’agonistes aux récepteurs mGIuR1
dépolarise le potentiel de membrane a la fois chez le rat et la souris (Marchetti et al., 2003;
Iwagaki & Miles, 2011). Chez la souris, 'activation des mGIuR1 augmente le seuil de
déclenchement des potentiels d’actions, ce qui entraine une diminution de la décharge des
motoneurones (lwagaki & Miles, 2011). Il a également été montré que les mGlurl modulent
la transmission synaptique. Ainsi chez le rat, les mGIuR1l dépriment la transmission
impliquée dans la voie sensorimotrice ainsi que les transmissions inhibitrices récurrentes en
provenance des cellules de Renshaw (Marchetti et al., 2003; 2005). Chez la souris, ils
dépriment les entrées excitatrices locomotrices arrivant sur les motoneurones (lwagaki &
Miles, 2011).

Bien que la plupart des travaux se soient concentrés sur les mGIuR1, I'activation des
récepteurs de types 2 et 3 module également [Iactivité locomotrice chez les
rongeurs. L’application d’un agoniste aux récepteurs mGluR3 ralentie la rythme locomoteur
induit par application de NMA et 5HT. L’activation de ces deux récepteurs entraine
également une dépression de la transmission sensorimotrice chez le rat (Taccola et al.,

2004aq).
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B) Les acides aminés inhibiteurs : GABA et Glycine.

Il existe un nombre trés important d’interneurones inhibiteurs au sein de la moelle
épiniere, comme par exemple les interneurones inhibiteurs la (Hultborn et al.,, 1971,
Feldman & Orlovsky, 1975), les cellules de Renshaw (Renshaw, 1946) et les interneurones
inhibiteurs commissuraux (Butt & Kiehn, 2003; Lanuza et al., 2004). Ces interneurones
inhibiteurs contrélent des aspects clés du patron locomoteur tel que I'alternance bilatérale
et l'alternance fléchisseurs-extenseurs, mails ils peuvent aussi moduler le rythme de

I’activité locomotrice.

La glycine est depuis longtemps considérée comme le neurotransmetteur inhibiteur
impliqué dans les connexions inhibitrices réciproques a la base de I'alternance droite-gauche
et fléchisseurs-extenseurs. Ainsi I'application de strychnine, un antagoniste glycinergique,
sur une préparation de moelle épiniére isolée de rat désorganise totalement l'activité
locomotrice (Cazalets et al., 1996). Il est difficile d’étudier le role modulateur d’un
neurotransmetteur qui contréle I'organisation du patron moteur. Toutefois des travaux ont
montré que l'application de glycine sur une moelle épiniere isolée in vitro inhibe la
locomotion fictive induite par I'application de NMA, d’acétylcholine et de sérotonine, ce qui
suggere un effet neuromodulateur de la glycine sur le rythme locomoteur (Cowley &

Schmidt, 1995).

Ajoutée a cette modulation glycinergique, on retrouve une expression étendue des
récepteurs métabotropiques GABAg le long de la moelle épiniere (Towers et al., 2000;
Charles et al., 2003) suggérant un potentiel role modulateur de I’activité locomotrice via des
transmissions inhibitrices GABAergiques. Lorsque l'activité locomotrice est établie par
perfusion de NMA sur la préparation de moelle épiniére isolée de rat nouveau-né, I'ajout de
GABA provoque selon sa concentration soit un ralentissement du rythme et une diminution
de I"'amplitude des bouffées motrices, soit un arrét de I'activité (Fig. 7B). Cet effet passe a la
fois par les récepteurs GABA, et GABAg. En effet I'application d’agonistes GABAA (muscimol)
et GABAg (baclophen) bloque I'activité locomotrice. A Iinverse, I'application d’antagonistes
des deux sous types de récepteurs, bicuculline (GABA,) et phaclophen (GABAg) entraine une

accélération du rythme locomoteur induit par le NMA (Fig. 7C) (Cazalets et al., 1994).
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Les récepteurs GABAergiques sont aussi impliqués dans la modulation de Ia
transmission sensorimotrice. Ainsi, I'application d’un agoniste aux récepteurs GABAg va
déprimer la transmission synaptique. De nombreuses études réalisées chez le rongeur
(Wang & Dun, 1990; Bertrand & Cazalets, 1999) ont montré que la principale action
neuromodulatrice des récepteurs GABAg est d’inhiber la libération des neurotransmetteurs
au niveau présynaptique, et n’a pas ou peu d’effets sur les propriétés postsynaptiques des
motoneurones. A linverse, les récepteurs GABA, agiraient sur les mécanismes

postsynaptiques (Bertrand & Cazalets, 1998a; 1999).

C) La sérotonine (5HT)

La 5HT est une molécule qui joue un role clé dans le développement et la modulation
de la locomotion. Chez les mammiferes, la 5HT arrivant sur la moelle épiniére provient du
noyau raphé situé dans le tronc cérébral. Des neurones sérotoninergiques ont également été
trouvés un niveau du segment sacré de la moelle épiniere (Ballion et al., 2002). Les cibles
neuronales de la 5HT au sein de la moelle épiniére incluent les motoneurones (Alvarez et al.,
1998), les cellules de Renshaw (Carr et al., 1999), les interneurones commissuraux des
laminae VII et VIII (Hammar et al., 2004; Zhong, 2006), ainsi que les interneurones VOc

(Zagoraiou et al., 2009), V2 (Al-Mosawie et al., 2007) et Hb9 (Wilson et al., 2005).

En 1969, Viala et Buser ont montré que I'administration intraveineuse de 5-HTP, un
précurseur de la 5HT, sur des lapins anesthésiés et paralysés présentant un systéme nerveux
intact, déclenche une décharge de locomotion fictive au niveau des nerfs fléchisseurs des
membres postérieurs. Ces résultats ont été retrouvés chez des lapins spinalisés, ou
I'injection intraveineuse de 5-HTP entraine une activité de locomotion fictive au niveau des
nerfs fléchisseurs (Viala & Buser, 1971). Barbeau et Rossignol ont examiné [|'effet de
I'injection intraveineuse d’agonistes des récepteurs 5HT sur l'initiation et la modulation de la
locomotion chez le chat spinalisé en T13. lls ont montré que, bien que la 5HT seule ne suffise
pas a déclencher de la locomotion, les substances sérotoninergiques sont capables de
moduler de la locomotion entrainée par un tapis roulant. Ainsi, les précurseurs et les
agonistes des récepteurs 5HT augmentent la longueur du pas, ainsi que la durée et
I'amplitude de I'activité EMG des membres postérieurs fléchisseurs et extenseurs (Barbeau

& Rossignol, 1991). De plus, chez des chats spinalisés apres une transection partielle de la
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moelle épiniére, l'injection de précurseurs de la 5HT ou d’agonistes augmente la régularité
de la marche au cours de la phase de récupération (Barbeau & Rossignol, 1990). La 5HT est
également capable d’induire et de faciliter la récupération de I'activité locomotrice chez des
rats adultes spinalisés (Antri et al., 2005).

Chez le rat, il a été montré que I'application de 5HT sur une préparation de moelle
épiniere isolée déclenche une activité de locomotion fictive enregistrée au niveau des
racines lombaires (Fig. 8A) (Cazalets et al., 1990; 1992; Sqalli-Houssaini et al., 1993; Cowley
& Schmidt, 1994; Nishimaru et al., 1999; Madriaga et al., 2004). Si la 5HT peut activer les
réseaux locomoteurs de moelle épiniere isolée de rat, elle a également un réle de
modulateur sur cette préparation (Fig. 8B). La 5HT agit sur de nombreux sous types de
récepteurs présents au sein de la moelle épiniére ventrale: 5HT1, et 5HT1g, 5HT2, et 5HT7,
et ses effets modulateurs vont varier en fonction du sous-type de récepteurs activé.

L'utilisation d’agonistes et d’antagonistes spécifiques a ces récepteurs a permis de
mettre en évidence que la 5HT peut avoir a la fois un réle excitateur et inhibiteur.
L’activation des récepteurs 5HT2 et 5HT7 permet une facilitation de I'activité locomotrice,
en augmentant la fréquence et I'amplitude de l'activité motrice enregistrée sur des
préparations in vitro (Madriaga et al., 2004; Landry et al., 2006; Liu et al., 2009) (Cazalets et
al., 1992; Beato & Nistri, 1998; Schmidt & Jordan, 2000; Pearlstein et al., 2005). L’application
d’antagonistes aux récepteurs 5HT2, et S5HT7 ralentie l'activité de locomotion fictive
déclenchée par une stimulation électrique du tronc cérébral (Liu, 2005). De faible dose
d’antagonistes aux récepteurs 5HT7 augmente la durée du cycle de marche et désorganise le
patron moteur (Jordan et al., 2008) ; suggérant une action sur les neurones du CPG
impliqués dans la génération du rythme locomoteur. L'application d’antagoniste aux
récepteurs 5HT2, réduit I'amplitude des bouffées d’activité motrices sans affecter la durée
du cycle, suggérant un effet directement sur les motoneurones (Liu, 2005; Jordan et al.,
2008). De plus, I'activation des récepteurs 5HT2 et 5HT7 renforce et stabilise I'alternance
bilatérale et fléchisseurs/extenseurs au cours de la locomotion fictive (Pearlstein et al., 2005;
Liu et al., 2009). A I'inverse, I'activation des récepteurs 5HT1, et SHT1z a un effet inhibiteur
en ralentissant la fréquence du rythme locomoteur (Beato & Nistri, 1998; Dunbar et al.,
2010). Prises dans leur ensemble, ces données suggerent que la SHT module I'activité des

motoneurones ou des interneurones de dernier ordre pour influer sur I'amplitude de la
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(A) La perfusion de 5HT sur une préparation de moelle épiniére isolée déclenche une activité de
locomotion fictive présentant une alternance droite-gauche (r et | respectivement) et
fléchisseur-extenseur, enregistrée bilatéralement au niveau des nerfs fléchisseurs (Tib) et extenseurs
(per). (modifié d’aprés Cowley & Schmidt, 1994). (B1) : La locomotion fictive induite par le NMA est (B2)
ralentie par I'ajout de 5HT dans le bain de perfusion. (modifié d’apres Beato & Nistri, 1998)



sortie motrice finale, mais module aussi les interneurones impliqués dans la genése du

rythme et ainsi modifie la fréquence et la coordination de I’activité motrice.

La modulation de l'activité des motoneurones par la 5HT passe par plusieurs
mécanismes cellulaires, comme les courants entrants persistants (PICs). Les PICs et les
potentiels de plateaux associés, sont entrainés par |'activation des récepteurs 5HT chez le
chat (Hounsgaard et al., 1988; Crone et al., 1988) et le rat (Bennett et al., 2001; Harvey,
2006b; Li et al., 2007). Cet entrainement va permettre la facilitation des courants entrants
persistants sodique et calcique et réduire les courants potassiques (Hounsgaard & Kiehn,
1989; Berger & Takahashi, 1990; Perrier, 2002; Harvey, 2006b; Li et al., 2007). C'est cette
modulation des PICs au sein des motoneurones qui contribue aux effets modulateurs de la
S5HT sur I'amplitude des sorties motrices des réseaux spinaux. Mais la 5HT influence
également d’autres propriétés motoneuronales : elle diminue la sensibilité des récepteurs
NMDA, ce qui facilite les oscillations dépendantes des NMDARs (Maclean et al., 1998;
Maclean & Schmidt, 2001) et module les canaux potassiques rectifiants entrants et les
courants I, (Kjaerulff & Kiehn, 2001).

En plus de la modulation des motoneurones, la 5HT module les propriétés
intrinseques des interneurones spinaux via plusieurs mécanismes impliqués dans la
régulation de la fréquence locomotrice. L'effet le plus commun de la 5HT est de dépolariser
le potentiel membranaire de repos des interneurones et de diminuer le seuil de
déclenchement des potentiels d’actions (Carlin, 2005; Zhong, 2006; Dai et al., 2009; Zhong et
al., 2010). La 5HT réduit également I'amplitude de I’AHP dans les interneurones locomoteurs
et module les courants lh et les PICs (Dai et al., 2009; Dai & Jordan, 2010).

Enfin, en plus d'affecter la locomotion via la modulation des propriétés intrinseques
des neurones spinaux, la 5HT peut également exercer ses effets en modulant la transmission
synaptique. La modulation de la transmission synaptique dans la moelle épiniere ventrale
comprend la modulation des entrées sensorielles et descendantes sur les interneurones
spinaux chez le chat (Jankowska et al., 2000; Hammar et al., 2004; 2007) et l'entrée

sensorielle sur les motoneurones chez le rat (Barriere et al., 2008).
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D) La noradrénaline (NA)

Les neurones noradrénergiques projetant sur la moelle épiniére proviennent de deux
structures situées au niveau du bulbe et du pont: le locus coeruleus et les noyaux
subcoeruleus Kolliker-Fuse et parabrachialis (Westlund et al., 1983; Ono & Fukuda, 1995;
Giroux et al., 1999). Ces entrées noradrénergiques projettent sur les motoneurones
(Rajaofetra et al., 1992; Gladden et al., 2000), les interneurones commissuraux (Hammar et
al., 2004), et les interneurones prémoteurs de la lamina VII (Maxwell et al., 2000). On
retrouve une expression généralisée de récepteurs adrénergiques (al, a2, ) dans la moelle

épiniere de mammiféres (Roudet et al., 1994; Giroux et al., 1999; Noga et al., 2011).

Tout comme la 5HT, la noradrénaline peut a la fois initier et moduler la locomotion
fictive. Chez des chats spinalisés, I'activation des récepteurs noradrénergiques, et en
particulier des récepteurs a2, stimule I'activité locomotrice (Forssberg & Grillner, 1972;
Barbeau & Rossignol, 1991; Kiehn et al, 1992; Chau et al, 1998). A [linverse, la
noradrénaline appliquée sur une moelle épiniere isolée de rat déclenche une activité
rythmique non-locomotrice trés lente (Fig. 9A) (Kiehn et al., 1999; Sqalli-Houssaini &
Cazalets, 2000a; Gabbay, 2004). Toutefois, sur ces deux modeles, l'application de
noradrénaline au cours d’une activité de locomotion fictive ralentie le rythme et augmente
I'amplitude des EMGs ou de I'activité enregistrée au niveau des racines ventrales (Chau et
al., 1998; Kiehn et al., 1999; Sqalli-Houssaini & Cazalets, 2000a). L'utilisation d’agonistes
spécifiques a permis de déterminer que l'effet modulateur de la noradrénaline sur la
locomotion dépend du sous-type de récepteur activé. Sur une moelle épiniére de rat
nouveau-né, l'activation spécifique des récepteurs a2 provoque une diminution de la
fréquence de I'activité locomotrice mais n’a pas d’effet sur 'amplitude des bouffées (Fig. 9C)
(Sqalli-Houssaini & Cazalets, 2000b). A I'inverse, I'activation des récepteurs ol augmente
I'activité locomotrice et diminue I'amplitude des bouffées motrices (Fig. 9B) (Sgalli-Houssaini
& Cazalets, 2000b). Il semblerait donc que l'effet dominant de la noradrénaline sur les
neurones spinaux soit une augmentation de |I'excitabilité, via I'activation des récepteurs a,
tandis que I'activation des récepteurs a2 et 3 inhibe I'activité locomotrice (Fig. 9D) (Elliott et
al., 1991; Ono & Fukuda, 1995; Sqgalli-Houssaini & Cazalets, 2000qa; Tartas et al., 2010).

Tout comme la 5HT, la noradrénaline module de nombreuses propriétés

intracellulaires. Elle facilite les courants entrants persistants et les potentiels de plateaux
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Figure 9 : La noradrénaline

(A) Lapplication de noradrénaline sur une moelle épiniére isolée déclenche des bouffées d’activité
alternées enregistrées bilatéralement au niveau des racines lombaires L2 (rL2et IL2) et L5 (rL5et IL5).
(modifié d’aprés Kiehn et al., 1999). (B) La perfusion d’un agoniste al (methoxamine) accélére I'activité
locomotrice induite par le NMA. (C) La perfusion d’un agoniste a2 (xylazine) ralentie I'activité locomotrice
induite par le NMA. (D) La perfusion d’un agoniste B augmente 'amplitude des bouffées et ralentie le
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rythme locomoteur entrainé par le NMA. (modifié d’apres Sqalli-Houssaini & Cazalets, 2000)



(Conway et al., 1988; Lee & Heckman, 1999; Theiss & Heckman, 2005), diminue les courants
potassiques rectifiants entrants (Tartas et al., 2010) et hyperpolarise le seuil de
déclenchement des potentiels d’actions (Fedirchuk & Dai, 2004). Toutefois, a I'inverse de la
5HT, la noradrénaline semble avoir peu d’effet modulateur sur I’AHP (Tartas et al., 2010).
L’activation des récepteurs noradrénergiques, peut aussi altérer I'activité locomotrice
en modulant les connexions synaptiques au sein de la moelle épiniére. Des expériences
menées sur des moelles épinieres isolées de rat ont montré que I'application de
noradrénaline révéle des voies excitatrices récurrentes qui participent a la modulation de
I'activité locomotrice en augmentant la fréquence de l'activité rythmique (Machacek &
Hochman, 2006). La noradrénaline augmente également la commande synaptique arrivant
sur les motoneurones dans la moelle épiniere isolée de rat (Tartas et al., 2010), ce qui
contribue a I'augmentation de I'amplitude des bouffées motrices. Enfin, comme la 5HT, la
noradrénaline peut moduler les entrées en provenance des voies descendantes projetant
sur les interneurones médullaires chez le chat (Hammar et al., 2004; 2007) ainsi que les

entrées sensorielles projetant que les motoneurones chez le rat (Barriéere et al., 2008).

E) La dopamine (DA)

Chez les mammiféres, les voies dopaminergiques en provenance principalement de la
région hypothalamique All, sont distribuées tout le long de la corne ventrale de la moelle
épiniére (Weil-Fugazza & Godefroy, 1993; Holstege et al., 1996). De plus, tous les sous-types
de récepteurs dopaminergiques (D1-D5) sont exprimés dans la moelle ventrale (Zhu et al.,

2007; 2008).

La dopamine n'est pas aussi efficace que la 5HT ou la noradrénaline pour initier
I'activité locomotrice. Chez des chats spinalisés, I'application d’agonistes dopaminergiques
ne parvient pas a induire de la locomotion (Barbeau & Rossignol, 1991). L'injection de L-
DOPA chez des rats nouveau-nés provoque des épisodes de pédalage dans l'air (Van
Hartesveldt et al., 1991; Stehouwer et al., 1994; Jamon et al., 2002). Chez les rongeurs,
I’efficacité de la dopamine pour induire de la locomotion varie selon les espéces. Dans les
préparations de moelles épiniéres isolées de rat nouveau-né, la dopamine peut déclencher
des épisodes de locomotion fictive, bien que l'activité soit beaucoup plus lente que celle

induite par la 5HT et plus irréguliere (Fig. 10A) (Kiehn & Kjaerulff, 1996; Barriére et al., 2004).
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Figure 10 : La dopamine

(A) La perfusion de dopamine sur la moelle épiniere déclenche des bouffées d’activités lentes avec
une alternance droite-gauche (rL2-IL2) et fléchisseur-extenseur (rL2-rL5). (B) Lactivité rythmique
induite par la dopamine est complétement abolie lors de la perfusion d’un antagoniste D1
(SCH-23390) et (C) D2 (raclopride) indiquant que les récepteurs D1 et D2 sont impliqués dans la
réponse dopaminergique (modifié d’apres Barriere et al., 2004).



Cette activité locomotrice est induite par I'activation des récepteurs dopaminergiques D1 et
D2 (Fig. 10B et C) (Barriere et al.,, 2004). L'injection d’antagonistes aux récepteurs
dopaminergiques D1 et D2 inhibe la genéese d’épisode de pédalage dans l'air induit par la L-
DOPA, chez le rat nouveau-né (McCrea et al., 1997). En revanche, dans des préparations de
moelles épiniéres isolées de souris néonatales, l'activation des seuls récepteurs a la
dopamine n’est pas suffisante pour induire une activité locomotrice. Toutefois il a été
montré que la 5HT n’est plus capable d’entrainer de la locomotion fictive lorsque des
antagonistes dopaminergiques D1 et D2 sont appliqués dans le bain de perfusion (Madriaga
et al., 2004). Cela suggere que l'activation des récepteurs dopaminergiques (principalement
D1 et D2) par la dopamine endogéne est nécessaire pour déclencher une activité
locomotrice fictive induite par la 5HT.

Que ce soit chez le chat ou chez le rongeur, la dopamine peut moduler I'activité
locomotrice. Chez le chat, l'activation des récepteurs dopaminergiques augmente
I'amplitude de l'activité du muscle fléchisseur lors de la locomotion (Barbeau & Rossignol,
1991), ce qui suggere que l'effet principal de la dopamine a lieu au niveau des
motoneurones. En comparaison, dans des préparations de moelles épinieres isolées de
rongeurs, |'activation des récepteurs dopaminergiques ralentit le rythme locomoteur initié
par l'application d’acides aminés excitateurs ou de NMA/5HT, tout en augmentant
I'amplitude des bouffées motrices (Whelan et al., 2000; Barriere et al., 2004; Gordon &
Whelan, 2006). Ainsi, chez les rongeurs, la dopamine semble susceptible de moduler a la fois
I'activité des interneurones impliqués dans la génération du rythme et les motoneurones.

L'analyse des mécanismes par lesquels I'activation des récepteurs dopaminergiques
module les neurones spinaux chez les mammiféres est actuellement limitée aux
motoneurones et aux interneurones Hb9. Ainsi sur des préparations de moelle épiniere
isolée de souris, il a été montré que l'application de dopamine augmente I'excitabilité des
motoneurones en modulant notamment les courants potassiques Ca’*-dépendants (SKca),
ainsi que les courants I (Han et al., 2007). De plus, l'activation des récepteurs
dopaminergique D1 augmente I'amplitude du courant AMPA (Han & Whelan, 2009). Dans le
cas des interneurones Hb9, I'application de la dopamine est nécessaire, mais pas suffisante
pour induire un comportement oscillatoire, qui pourrait participer a la genese du rythme
locomoteur (Wilson et al., 2005; Han & Whelan, 2009). En plus de moduler les propriétés

intrinseques des motoneurones et des interneurones Hb9, la dopamine peut également
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moduler les entrées synaptiques arrivant sur les motoneurones et va notamment déprimer
la transmission sensori-motrice (Carp & Anderson, 1982; Clemens & Hochman, 2004;

Barriére et al., 2008).

IV- Le controle postural

Les animaux et les humains stabilisent activement I'orientation de leur corps dans
I'espace grace au systeme de contréle postural. Chez I’homme, ce systéme est indispensable
pour permettre la station debout, durant la marche, mais sert également de support pour
permettre la réalisation de mouvements volontaires. Il existe deux types d’ajustements
posturaux : les ajustements posturaux anticipés (feed forward) qui modifient la posture
avant l'initiation du mouvement et facilite sa réalisation, et les ajustements posturaux
correcteurs (feedback) qui apparaissent suite a un déséquilibre postural. Dans ce chapitre,
seuls les ajustements posturaux correcteurs seront traités.

Contrairement a l'appareil locomoteur qui a été analysé en détail chez un certain
nombre d'espéeces, |'étude des mécanismes et des réseaux posturaux est beaucoup moins
avancée, en raison notamment de la difficulté a étudier la boucle de contrdle postural. Des
études menées chez le chat décérébré ont montré que cette boucle de controle implique de

nombreuses structures a la fois supraspinales et spinales.

A) Structures impliquées dans le contrdle postural

a- Mécanismes supraspinaux

Il a été montré qu’un chat décérébré peut toujours, s’asseoir, se lever et marcher
(Bard & Macht, 1958). Lorsqu'il est positionné sur le c6té, I'animal présente un ensemble de
réflexes lui permettant de se redresser et de retrouver une posture normale, face dorsale
vers le haut (Bard & Macht, 1958). Ces résultats suggérent qu’une part essentielle des
mécanismes responsables du controle postural chez les mammiféres est située sous le

niveau de décérébration (tronc cérébral, cervelet, moelle épiniéere).

Toutefois, la participation du cortex moteur dans le contréle de la posture a été mise

en évidence. Des enregistrements de neurones du cortex moteur chez le lapin ont montré
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que la plupart des neurones de la couche 5 (qui donnent lieu au faisceau corticospinal) sont
modulés au cours d’ajustements posturaux induits par des inclinaisons latérales de la
plateforme sur laquelle repose I’'animal (Beloozerova et al., 2005). Bien que le cortex moteur
ne soit pas nécessaire pour la stabilisation basale de la posture (Bard & Macht, 1958), on
peut remarquer que la contribution corticale est importante pour l'acquisition de nouvelles
synergies posturales (loffe et al., 2003). Des patients présentant des lésions au niveau
corticospinal ont des difficultés a déplacer leur centre de pression de maniere volontaire et a
apprendre une nouvelle tache nécessitant une coordination posturale fine (loffe et al.,
2003).

L'implication du tronc cérébral et du cervelet dans le contrGle postural a été
confirmée par deux expériences. Il a été montré que des stimulations électriques de sites
spécifiques de tronc cérébral (aire tegmentale ventrale et dorsale) et du cervelet (noyau
dentelé) affectent de maniere trés importante le tonus des muscles extenseurs (Mori et al.,
1989; Asanome et al., 1998). De plus, des enregistrements intracellulaires de neurones
réticulospinaux sur un animal intact debout, ont montré que ces neurones se mettent a
décharger de maniére tres importante lorsque I'équilibre du chat est perturbé (Stapley &
Drew, 2009). De méme, au cours de la marche sur un plan incliné, ces cellules vont présenter
un patron de décharge modifié lors d’'un changement d’inclinaison de la plateforme
(Matsuyama & Drew, 2000).

Au niveau supraspinal, le systéme responsable de la détection de la position de la
téte et du corps dans I'espace est le systéeme vestibulaire, situé au niveau bulbaire. Le
systéme vestibulaire est composé de deux types de structures différentes: les organes
otolithiques, qui détectent la force de gravité et les inclinaisons de la téte, et les canaux
semi-circulaires sensibles aux rotations de la téte.

Les organes otolithiques comprennent deux structures: l'utricule et le saccule,
sensibles aux accélérations linéaires. Chaque organe a otolithes contient un épithélium
sensoriel dénommé macula, orienté verticalement dans le saccule et horizontalement dans
I"'utricule. Cette disposition particuliere permet au saccule d’étre sensibles aux accélérations
verticales et a l'utricule de détecter les accélérations latérales et sagittales (Igarashi, 1967;
Naganuma et al., 2003). Les organes otolithiques sont caractérisés par la présence d’une fine
couche de carbonates de calcium qui sont responsables de la sensibilité de la macula a

I'inclinaison de la téte. En effet, lors de la réalisation d’'un mouvement, leur poids va les
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entrainer dans le sens du mouvement et ainsi activer les cellules ciliées présentes dans la
macula. Les canaux semi-circulaires sont sensibles aux accélérations angulaires. lls sont
composés d’'un ensemble de trois structures en arceaux disposées de maniére orthogonale,
et contiennent également des cellules ciliées dont le déplacement va permettre de détecter
le mouvement.

Les afférences vestibulaires primaires de la Vllleme paire de nerfs craniens se
projettent directement et ipsilatéralement sur les noyaux vestibulaires du tronc cérébral
(Barmack, 2003). Chez la grenouille, deux types de neurones vestibulaires secondaires ont
été identifiés sur la base de leurs caractéristiques électrophysiologiques: les neurones
toniques qui déchargent de maniere continue et les neurones phasiques qui répondent de
maniére transitoire a une dépolarisation de longue durée (Straka et al., 2004). Ces neurones
sont sensibles a des fréquences de stimulations différentes, les neurones toniques
déchargent pour des fréquences basses de stimulation (<10Hz), puis cessent de décharger
pour des fréquences supérieures, alors que les neurones phasiques répondent pour des
fréquences voisines de 20Hz (Beraneck et al., 2007; Straka et al., 2009). Chez les rongeurs,
deux types de neurones vestibulaires secondaires ont été identifiés : les neurones de types A
et B, caractérisés sur la base de leurs propriétés membranaires intrinseques, notamment sur
la régularité de leur décharge et sur la forme et I'amplitude de leur AHP (Serafin et al., 1991;
Johnston et al.,, 1994; Lac & Lisberger, 1995). Ainsi, en réponse a une dépolarisation
prolongée, les neurones de type A déchargent de maniére tonique et constante sur les
gammes de courants testés, alors que les neurones de types B présentent des réponses plus
complexes avec une adaptation a la décharge (Eugene et al., 2011). Ces résultats suggérent
que lors du traitement des informations vestibulaires, les neurones de types A
correspondraient a la composante tonique linéaire alors que les neurones de type B seraient
responsables de la composante phasique non linéaire.

La plasticité du systéme vestibulaire a été étudiée a I'aide d’une labyrinthectomie,
qui représente une déafférentation fonctionnelle des noyaux vestibulaires. Dans cette
condition, I'activité spontanée des afférences vestibulaires sensorielles est supprimée, ce qui
prive les neurones vestibulaires secondaires de leurs entrées excitatrices mais préserve les
corps cellulaires des neurones. Cette Iésion entraine un déséquilibre entre la décharge des
noyaux vestibulaires situés des deux cotés du tronc cérébral, ce qui provoque notamment un

nystagmus oculaire et une forte instabilité posturale (Curthoys & Halmagyi, 1995; Dieringer,
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1995). Suite a la lésion un ensemble de processus cellulaires et comportementaux appelé
compensation vestibulaire apparaissent et permet une restauration fonctionnelle partielle.
On observe une réorganisation des connexions synaptiques et une modification progressive
des propriétés membranaires neuronales. Un mois aprés la lésion, la proportion de
neurones de types A est augmentée du coté 1ésé et diminué du coté opposé a la Iésion suite

a des modifications des propriétés membranaires (Beraneck et al., 2003; 2004).

Lors d’une rotation de la téte, I'activation des afférences vestibulaires d’'un c6té va
entrainer I'inhibition des afférences vestibulaires du co6té opposé grace a des connexions
commissurales inhibitrices (Shimazu & Precht, 1966). Les noyaux vestibulaires recoivent
également des informations visuelles (Cazin et al., 1980) et proprioceptives (Welgampola &
Colebatch, 2001; Marsden et al., 2002; Grasso et al., 2011), mais aussi des projections
corticales, cérébelleuses et réticulées, ce qui permet au systeme vestibulaire d’intégrer et de
coordonner les informations des mouvements de la téte et du corps (Fig. 11A). Les noyaux
vestibulaires projettent au niveau du tronc cérébral et de la moelle épiniere, via deux voies
vestibulospinales : le funiculus vestibulospinal latéral (LVST) et le funiculus vestibulospinal
médian (MVST). Ce dernier peut projeter sur la moelle épiniere de maniere ipsilatérale
(iMVST) ou contralatérale (cMVST) (Glover & Petursdottir, 1988; Glover, 2000; Pasqualetti et
al., 2007; Uchino & Kushiro, 2011). Ces faisceaux innervent les motoneurones spinaux dans
des segments distincts (Fig. 11B). Ainsi, le MVST innerve les segments spinaux cervicaux, et
contréble les réflexes posturaux de la nuque, tandis que le LVST innerve les motoneurones
cervicaux, thoraciques et lombaires et participe au contréle des membres et du tronc,
contribuant au maintien de la posture érigée (Wilson & Peterson, 1978; Wilson et al., 1995;

Anon, 2006; Kasumacic et al., 2010).

b- Mécanismes spinaux

La moelle épiniére joue un double réle dans le controle de la posture : elle intégre les
commandes motrices supraspinales, et elle recoit des entrées sensorielles « locales »
également impliquées dans les réflexes de contréle posturaux. Des expériences de lésions
ont permis d’étudier 'importance de ces deux fonctions dans le maintien de la stabilité. Un
animal présentant une transection compléete de la moelle épiniéere au niveau thoracique bas,

n’est plus capable de maintenir une orientation face dorsale vers le hautau niveau de
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Figure 11 : Le systéeme vestibulaire.

(A) Les noyaux vestibulaires (VN) recoivent des entrées directes de plusieurs zones du cerveau,
notamment: (i) des afférences vestibulaires du nerf VI, (ii) des noyaux oculomoteurs du tronc cérébral,
(iii) du cervelet, et iv) plusieurs régions du cortex (par exemple des zones prémotrices et
somatosensorielles, et du cortex temporal supérieur). Les noyaux renvoient ensuite des commandes
impliquées dans la stabilisation du regard et de la posture. (modifié d’aprés Cullen, 2012). (B) Les voies
descendantes vestibulospinales projettent a différents niveaux spinaux et permettent de controler les
réponses motrices de la nuque et des membres. (modifé d’aprés Uchino & Kushiro, 2011).



I'arriere-train (Macpherson et al., 1997; Macpherson & Fung, 1999), bien qu’une partie du
contréle postural puisse étre retrouvé aprés entrainement (Barbeau & Rossignol, 1987; de
Leon et al., 1998; Edgerton et al., 2001). Cette perte du contrdle postural pourrait étre
expliquée par le fait qu’une transection compléete prive la moelle épiniere des commandes
supraspinales nécessaires au maintien de I'équilibre. Des animaux soumis a une hémisection
latérale de la moelle épiniére sont, aprés une courte période de récupération, en mesure de
maintenir leur équilibre debout et au cours de la locomotion (Helgren & Goldberger, 1993;
Kuhtz-Buschbeck et al., 1996; Lyalka et al., 2005; Barriere et al., 2010). Un animal présentant
deux hémisections bilatérales, et donc privé des informations descendantes, est capable de
récupérer une stabilité latérale au niveau de l'arriere-train (Kato et al., 1985). Aprés une
hemisection ventrale de la moelle épiniéere, les corrections posturales sont supprimées, ce
qui suggére que le faisceau ventral est essentiel pour permettre le contrdle postural. A
I'inverse, aprés une hemisection dorsale de la moelle épiniére, les animaux sont capables de
rapidement récupérer leur contréle postural, et de plus les caractéristiques de leur patron
EMG sont similaires a ceux observés chez des animaux intacts (Lyalka et al., 2005), ce qui

suggere que le faisceau dorsal ne participe pas au contrdle postural.

Les réflexes spinaux sont mis en jeu par deux types d’informations sensorielles : les
informations proprioceptives et cutanées. Les fuseaux musculaires et les organes tendineux
de Golgi jouent un réle important en fournissant aux réseaux posturaux des informations sur
I'activité des membres (Duysens et al.,, 2000; Deliagina et al., 2000a). La perte des
informations cutanées, notamment au niveau de la plante des pieds, entraine une instabilité
au cours de la station debout et de la locomotion (Meyer et al., 2004; Bolton & Misiaszek,

2009).
B) Les ajustements posturaux

Différentes especes maintiennent une orientation particuliere de leurs corps dans
I'espace (verticale chez I'homme, dorsale chez les quadrupédes et les poissons) grace a
I'activité d’'un systéme de contréle postural fonctionnant en boucle (Massion, 1992;
Deliagina & Orlovsky, 2002). Ce systeme est sensible a toute modification de I'orientation du
corps et provoque des ajustements posturaux. Au cours de la locomotion, le systéme

postural interagit étroitement avec le systeme locomoteur. La lamproie est un modeéle
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particulierement intéressant pour I'étude de la posture, car c’est un animal qui évolue dans
un milieu tridimensionnel. Dans ces conditions les informations vestibulaires jouent un réle
primordial pour permettre a la lamproie d’appréhender la position de son corps dans

I'espace.

a- Controle postural chez la lamproie

Au cours de la nage chez la lamproie, I'orientation du corps dans le plan transversal,
horizontal et sagittal est stabilisée par des mécanismes reposant en grande partie sur les
entrées vestibulaires (Deliagina et al., 1992; 2000a; Pavlova et al., 2004). Toute déviation de
I’orientation du corps est reflétée au niveau des entrées vestibulaires (Deliagina et al., 1992),
ce qui provoque un ajustement postural. Dans le plan sagittal et horizontal, les corrections
sont apportées grace a un fléchissement du corps dans la direction opposée a la
perturbation (Fig. 12A) (Ullen et al., 1995; McClellan & Hagevik, 1997). Lors d’une
perturbation dans le plan transversal, la lamproie va modifier son patron de nage de
maniére a pouvoir effectuer une rotation qui orientera la face dorsale vers le haut (Zelenin
et al., 2003). Chez la lamproie, les commandes permettant les changements de I'orientation
du corps sont transmises du tronc cérébral a la moelle épiniére via les neurones
réticulospinaux (RS) (Brodin et al., 1988; Pavlova & Deliagina, 2002; Deliagina et al., 2002).
Grace aux entrées vestibulaires arrivant sur les neurones réticulospinaux, ces derniers sont
sensibles aux rotations dans différents plans, chez I'animal intact mais aussi dans des
préparations isolées in vitro (Deliagina et al., 1992; 2000b; Pavlova & Deliagina, 2002;
Karayannidou et al., 2007; Zelenin et al., 2007). Pour chaque plan, on trouve deux groupes
antagonistes de neurones réticulospinaux répondant a des rotations dans des directions
opposées (Deliagina et al., 1992; 2000b; Pavlova & Deliagina, 2002). Ces cellules produisent
une commande qui permettra a I'animal de corriger son mouvement dans le sens inverse a
la perturbation en activant les muscles ventraux ipsilatéraux et dorsaux controlatéraux et en
inhibant les muscles ventraux controlatéraux et dorsaux ipsilatéraux (Fig. 12C) (Wannier et
al., 1998). Ce systéme posséde un point d’équilibre : il stabilise I'orientation, jusqu’a ce que
les réflexes vestibulaires antagonistes se compensent. Cet équilibre a lieu lorsque
I'orientation de la lamproie est face dorsale vers le haut. Des facteurs environnementaux
peuvent perturber ce point d’équilibre. Ainsi, I'illumination d’un ceil affecte les deux groupes

antagonistes de neurones réticulospinaux de maniere différente, ce qui provoque une
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Figure 12 : Controle de I'équilibre chez la lamproie

(A) Au cours de la nage réguliere, la lamproie stabilise son orientation dans le plan sagittal, transversal et
horizontal. Des déviations dans ces trois plans (angle a, B et y respectivement), entrainent une réponse
correctrice (fleches) permettant la restauration de l'orientation initiale. (B) L'équilibre est contrélé par les
entrées vestibulaires. Les courbes représentent I'activité des neurones RS droit (RSR) et gauche (RSL) en
fonction de I'angle de rotation (L : rotation a gauche, R : rotation a droite). Les entrées vestibulaires activent
les neurones réticulospinaux en fonction de la rotation contralatérale. La direction de la rotation entrainée par
les RS droits et gauches est indiquée par les fleches noires et blanches respectivement. Le systeme est a son
point d’équilibre a 0° (orientation face dorsale vers le haut). Des entrées visuelles causent une perturbation du
point d’équilibre. (C) Commande réticulospinale chez la lamproie. Chaque neurone réticulospinale projette
sur la moelle épiniére, jusqu’aux segments les plus caudaux. Les sorties motrices segmentaires sont réalisées
par quatre groupes de motoneurones controlant les muscles ventraux et dorsaux, des deux coté de la
lamproie (d et v respectivement). Ces neurones peuvent exercer leur action directement sur les
motoneurones ou via les interneurones. Les neurones réticulospinaux recoivent des entrées vestibulaires
(modifié d’apres Deliagina et al., 2006).



modification de I'orientation du corps de la lamproie (Fig. 12B) (Deliagina et al., 1993;
2000b).

Ainsi, chez la lamproie, les réseaux supraspinaux jouent un réle crucial dans la
stabilisation de l'orientation du corps ens générant une scommande motrice correctrice sur
la base des informations vestibulaires. La fonction des réseaux spinaux est de transformer la
commande supraspinale en activité motrice permettant une correction posturale.

b- Contréle postural chez les quadrupédes en station debout

Les quadrupedes terrestres maintiennent une orientation horizontale face dorsale
vers le haut en stabilisant I'orientation de la téte et du tronc. L'orientation de ces deux
éléments est controlée par deux mécanismes différents: |'orientation de la téte est
stabilisée principalement sur la base d’informations visuelles et vestibulaires, tandis que la
stabilisation du tronc dépend essentiellement des entrées somatosensorielles en
provenance des mécanorécepteurs des membres (Barberini & Macpherson, 1998; Deliagina

et al., 2000a; Boyle, 2001; Beloozerova et al., 2003b; 2003a).

Lors de la station debout chez les quadrupéedes, les quatre membres participent pour
supporter le poids du corps. Quand la posture de I'animal est perturbée, chaque membre
contribue a générer une réponse motrice correctrice (Fig. 13C) (Macpherson, 1988a; 1988b;
Lacquaniti & Maioli, 1994; Jacobs & Macpherson, 1996; Beloozerova et al., 2003b; 2003a).
Une coordination entre ces quatre membres est donc indispensable. Une hypothése
proposée pour expliquer cette coordination est que les informations sensorielles en
provenance de chaque membre sont traitées et intégrées pour obtenir une idée générale de
la posture du corps. Si une perturbation est observée, une commande spécifique sera
envoyée a chaque membre pour coordonner leurs mouvements. Cependant, il a été montré
que les lapins et les chats sont capables de garder leur équilibre dans des situations
complexes, ou la partie antérieure et postérieure du corps est supportée par deux
plateformes inclinables dans des sens contraires (Beloozerova et al., 2003a). Pour expliquer
ces résultats il a été proposé que chez les quadrupédes, le systeme permettant la
stabilisation du tronc dans le plan frontal consiste en deux sous-systemes relativement
indépendants, permettant la stabilisation des membres antérieurs et postérieurs
séparément (Beloozerova et al.,, 2003b). Chaque sous-systéeme recoit des informations

somatosensorielles des membres correspondants.
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Figure 13 : Contrdle de I'équilibre chez le chat.

(A) L'activité enregistrée dans les neurones de la voie pyramidale (PTN) sont modulés en relation avec
les inclinaisons de la plateforme (tilt) et les corrections posturales (Bd) (modifié d’aprés Karayannidou
etal., 2009). (B) Réponses des muscles erector spinae droit et gauche a une poussée latérale au cours
d’une activité de locomotion déclenchée par une stimulation de la MLR. Une coactivation des
muscles est observée en réponse a la perturbation (modifié d’apres Musienko et al., 2014). (C)
Réponses électromyographiques enregistrées penant une inclinaison de plateforme. Enregistrements
des déplacements latéraux du corps et de I'activité EMG des triceps et des gastrocnemius droit et
gauche pendant les inclinaisons de la plateforme (modifié d’aprés Beloozerova et al., 2003).



Pour caractériser |'organisation fonctionnelle de ces sous-systémes des expériences
ont été réalisées dans lesquelles un ou plusieurs membres sont maintenus relevés, et ainsi
exclus du systeme de maintien de I'équilibre. Les réponses posturales sont ensuite
enregistrées lors de l'inclinaison des plateformes (Deliagina et al., 2006). Ces expériences
ont montré que: (1) chague sous-systéme est capable de compenser l'inclinaison de la
plateforme quand les membres de I'autre ceinture ne participent pas a la stabilisation du
tronc; (2) la coordination entre les deux sous-systéemes est basée majoritairement sur
I'influence du sous-systeme des membres antérieurs sur celui des membres postérieurs.
Cependant, ces influences ne déterminent pas nécessairement la réponse des membres a
I'inclinaison. Dans le cas d’une inadéquation entre les informations somatosensorielles en
provenance des membres antérieurs et postérieurs, le mouvement correcteur sera généré
sur la base des informations en provenance des membres postérieurs (Deliagina et al.,
2006) ; (3) chaque membre peut étre contrélé de maniere indépendante du reste du corps
en réponse aux informations somatosensorielles en provenance de ce méme membre. Ces
sous-systémes semi-autonomes permettraient une meilleure adaptabilité aux conditions
environnementales complexes.

Les informations somatosensorielles jouent un rdle important pour permettre le
maintien de I'équilibre du corps sur des plateformes inclinées; cependant le systeme
postural contrélant la stabilisation du tronc recgoit aussi des informations en provenance des
noyaux vestibulaires. |l a été montré que des entrées vestibulaires spécifiques ne sont pas
essentielles pour induire une correction posturale dans la majorité des conditions (Inglis &
Macpherson, 1995; Beloozerova et al., 2003a; Deliagina et al., 2006). Les informations
vestibulaires non-spécifiques toniques sont importantes pour le fonctionnement normal des
mécanismes posturaux (Deliagina et al., 1997). Activées par ces informations toniques, les
voies descendantes (vestibulospinale, réticulospinale...) envoient une commande tonique
bilatérale sur les réseaux neuronaux spinaux impliqués dans les corrections posturales
(Musienko et al., 2010). Cette entrée vestibulaire tonique permet d’augmenter I'excitabilité
des motoneurones extenseurs et ainsi augmente le tonus musculaire des muscles
extenseurs des jambes qui sont principalement impliqués dans le support du poids du corps
lors de la station debout (Duysens et al.,, 2000). Par ailleurs, I'activation du systéme
vestibulaire par des stimulations galvaniques (stimulations transcraniales qui excitent les

afférences vestibulaires du coté de I'électrode négative et les inhibent du coté de I'électrode
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positive), perturbe les réflexes posturaux des membres. Le réflexe postural du membre est
augmenté du coté de I"électrode positive et diminué du coté de I'électrode négative (Hsu et
al., 2012).

Le cortex joue également un rOle dans le contrbéle postural sur des plateformes
inclinées. Des enregistrements de neurones du faisceau pyramidal (appartenant a la voie
corticospinale) chez un chat en équilibre sur des plateformes inclinées ont révélé une
activité trés forte au niveau de ces neurones (Fig. 13A) (Beloozerova et al., 2005). Deux
populations de neurones pyramidaux participant au contréle de la station debout ont été
mises en évidence : des neurones dont I'activité est corrélée avec une inclinaison ipsilatérale
de la plateforme et ceux dont l'activité est corrélée avec une inclinaison contralatérale
(Karayannidou et al., 2009a). Ces résultats indiquent que les neurones pyramidaux recoivent
des informations sensorielles en provenances des membres ipsilatéraux et contralatéraux
(Karayannidou et al., 2008) .

L'ensemble de ces travaux montre que le maintien de la station debout implique
deux boucles de contréle (Fig. 14). Une boucle spinale, entrainée par des informations
proprioceptives et cutanées des membres et qui contréle séparément les membres
antérieurs et postérieurs. La seconde boucle implique les centres supraspinaux, qui
recoivent des entrées sensorielles des mécanorécepteurs des membres, ainsi que des
informations sur le positionnement de la téte grace aux entrées visuelles et vestibulaires.
L'intégration de ces informations va permettre d’envoyer une commande correctrice
phasique a la moelle épiniere via différentes voies: réticulospinale, vestibulospinale,
rubrospinale et corticospinale. C'est donc la coordination entre les informations

supraspinales et les réflexes spinaux qui permet de contréler la posture.

c- Contrdle postural chez les quadrupédes au cours de la locomotion

- Réactions a une poussée latérale

Au cours d’'un mouvement locomoteur, I'application d’'une poussée latérale sur le
chat au niveau de I’épaule ou de la hanche entraine une oscillation latérale du tronc, suivie
d’un retour a la position initiale (Karayannidou et al., 2009b). La correction du mouvement
est réalisée au niveau du membre perturbé, par une modification du patron moteur. Le
membre effectue un déplacement latéral au cours la phase de transfert, vers 'intérieur ou

I’extérieur selon la direction de la poussée et la phase du cycle locomoteur dans laquelle elle
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Figure 14 : Organisation fonctionnelle du contréle postural chez les quadrupédes.
Deux boucles de contréle stabilisent l'orientation du corps, impliquant des mécanismes spinaux
(boucle 1) et supraspinaux (boucle 2). (modifié d'aprés Deliagina et al., 2008)



a lieu. Ainsi, un pas vers I'extérieur est réalisé quand la poussée est appliquée au cours de la
phase de transfert du membre controlatéral, tandis qu’un pas vers l'intérieur est réalisé
quand la poussée est donnée durant la phase de transfert du membre ipsilatéral
(Karayannidou et al., 2009b; Musienko et al., 2014). Cela permet une restauration de la
stabilité latérale. Ce mouvement correcteur est incorporé dans le patron locomoteur, et
affecte trés peu la durée du cycle du pas (Misiaszek, 2006). Ce systeme de correction est
essentiellement généré par des mécanismes spinaux, et la direction du pas est déterminée
par les entrées somatosensorielles provenant du membre opposé a la perturbation. Les
afférences cutanées sont importantes pour réguler I'amplitude de la réponse mais
n’affectent ni la latence, ni la direction du pas (Bolton & Misiaszek, 2009). Ces mécanismes
sont similaires chez un animal intact (Karayannidou et al., 2009b) et décérébré (Musienko et
al., 2014) suggérant que si le cortex n’est pas nécessaire, il jouerait toutefois un réle en
ajustant ces réactions posturales.

Au cours d’une poussée latérale, le tronc est également perturbé. L'enregistrement
électromyographique des muscles du dos a révélé une coactivation des muscles droit et
gauche au cours de la poussée, généré par les entrées sensorielles en provenance du tronc
(Fig. 13B) (Musienko et al., 2014) fig11). Cette coactivation des muscles du dos entrainerait

une augmentation de la rigidité du tronc, ce qui permettrait de stabiliser la posture du tronc.

d- Controle postural chez ’'homme

Des études réalisées sur des cas cliniques ont montré I'importance des informations
proprioceptives dans le contrble postural chez 'homme. Une diminution des entrées
proprioceptives en provenance des jambes, par exemple chez des patients présentant une
neuropathie périphérique, entraine des risques de chutes importants (Sorock & Labiner,
1992; Richardson et al., 1992), les informations proprioceptives en provenances des jambes
étant suffisantes pour le maintien de I'équilibre debout (Fitzpatrick et al., 1994b). Une
instabilité posturale est détectée de maniere trés rapide par le systeme sensoriel
proprioceptif, sensible a I'’étirement des muscles de la cheville, du genou et du tronc (Allum
et al., 1989). Un ajustement postural est alors généré, dont I'amplitude et le patron
d’activation des muscles sont controlés par les informations proprioceptives, vestibulaires et

visuelles (Allum & Pfaltz, 1985; Horak et al., 1994; Inglis et al., 1994; Allum et al., 1995).
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Chez 'homme, I'importance des entrées vestibulaires dans le maintien de la posture
a été montrée grace a des expériences de stimulations galvaniques, réalisées dans
différentes conditions (debout, assis, microgravité). Lors d’une stimulation galvanique
(stimulation électrique du processus mastoide), le corps bascule du c6té de I'anode en
réponse a une illusion de déséquilibre du coté de la cathode, ce qui déclenche des réponses
importantes au niveau du tronc et des membres (Britton et al., 1993; Day et al., 1997).
Toutefois ces réponses sont taches dépendantes : une activité musculaire enregistrée au
niveau des membres chez un sujet debout disparait si celui-ci s’assoie (Britton et al., 1993;
Fitzpatrick et al., 1994a). Au cours de la marche, une stimulation galvanique entraine une
déviation du coté de I'anode (Fitzpatrick et al., 1999; Bent et al., 2000). Le placement du
pied va étre dépendant de la phase dans laquelle la stimulation galvanique est
réalisée. Lorsque la stimulation galvanique a lieu au cours de la phase d’appui, 'amplitude
de déplacement du pied est plus importante que lorsque la simulation a lieu pendant la
phase de transfert (Bent et al., 2004).

La réponse musculaire déclenchée par une stimulation galvanique est dépendante du
nombre d’entrées sensorielles dont dispose le sujet. Si ce dernier est privé d’informations
visuelles alors la réponse sera plus grande (Welgampola & Colebatch, 2001; Bent et al.,
2002). De méme la perte des entrées somatosensorielle (par anesthésie du pied par
exemple) va augmenter 'amplitude de la réponse (Magnusson et al., 1990). A I'inverse, si le
sujet peut toucher une référence stable avec ses doigts, alors la réponse diminue (Britton et
al., 1993). Ces résultats montrent que I'équilibre postural est contrélé par I'intégration de

I'ensemble des informations sensorielles.

En conclusion, le contréle postural dynamique repose sur I'intégration de différentes
informations sensorielles, pour réaliser des compensations posturales lors d’un trouble de
I’équilibre. Chez la lamproie, les afférences vestibulaires constituent le mécanisme central
du maintien de I"équilibre. Chez les animaux quadrupédes et chez I'homme, I'équilibre est
assuré par deux boucles de contréle : spinale et supraspinale, impliquant des informations

vestibulaires, somatosensorielles et visuelles.
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Objectifs de la these

Les objectifs de ce travail doctoral visent a établir les mécanismes permettant le
couplage de différents réseaux neuronaux locomoteurs et posturaux nécessaires a la
production d’une activité locomotrice efficace et au maintien de I'équilibre dynamique. Pour
cela deux axes d’études ont été abordés : la coordination des réseaux moteurs des membres
et des réseaux axiaux lors de la locomotion et I'influence des noyaux vestibulaires sur les
réseaux spinaux. Sur des préparations de tissus nerveux isolés in vitro de rats nouveau-nés,
des expériences électrophysiologiques, pharmacologiques et neuroanatomiques ont été

menées dans le but de répondre aux questions suivantes :

A- La locomotion implique une synergie entre l'activité des muscles des membres
responsables du mouvement de propulsion, et entre la musculature axiale. Cette derniere
est impliquée a la fois dans le maintien de I'équilibre en condition statique mais également
au cours de la locomotion. En effet, 'enregistrement en EMG des muscles du dos révele que
ces derniers sont rythmiquement actifs au cours des cycles de marche. Le premier objectif
de notre étude a été de déterminer les mécanismes sous-tendant cette coordination, qui
sont a ce jour inconnus. 1- Dans ce contexte, quelles sont les capacités rythmiques
intrinséques des segments thoraciques ? 2- Comment s’influence respectivement I'activité
rythmique thoracique et I'activité motrice lombaire, et quelles sont les voies impliquées
dans le couplage entre les réseaux thoraciques et lombaires ? 3- Par ailleurs les segments
thoraciques contiennent des motoneurones impliqués dans I'activité des muscles du tronc.
Nous nous intéresserons a la nature de la commande synaptique que ces motoneurones

doivent recevoir des réseaux locomoteurs lombaires.

B- Si les activités neuronales des segments thoraciques et lombaires sont coordonnées au
cours de la locomotion, ces activités sont susceptibles d’étre modulées pour permettre une
flexibilité de la locomotion. Nous avons étudié dans un second temps la modulation des
activités locomotrices des membres et de la musculature axiale en déterminant 1- si les
réseaux neuronaux thoraciques peuvent étre activés par des neuromodulateurs
classiqguement impliqués dans la genése du rythme moteur chez les Vertébrés. 2- Comment

s’organise l'activité motrice des réseaux spinaux lombaires qui contrélent les membres
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postérieurs et I'activité des réseaux axiaux thoraciques et sacrés ? 3- Enfin, comment cette

organisation est modulée par les amines : la sérotonine, la dopamine, et la noradrénaline ?

C- Enfin, le controle de la posture implique des interactions entre les réseaux neuronaux de
la moelle épiniere et du tronc cérébral. Les noyaux vestibulaires, qui permettent de détecter
les mouvements de la téte et les variations d’équiibre corporels, projettent sur I'ensemble
de la moelle. Nous étudierons leur influence sur les différents segments spinaux. 1- Dans des
conditions de repos, quelles sont les réponses spinales enregistrées lors d’une stimulation
vestibulaire et comment sont organisées les voies vestibulospinales ? 2- Quelles sont les
entrées synaptiques arrivant sur les neurones lombaires lors de la stimulation des noyaux
vestibulaires ? 3- Enfin, comment les informations vestibulaires modulent-elles la

locomotion ?
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I- La préparation de moelle épiniére isolée in vitro.

Comme présenté dans l'introduction, la préparation de moelle épiniére isolée in vitro
est un modele majeur pour I'étude de la locomotion. En effet, la petite taille du tissu, sa
faible myélinisation et I'absence de barriere hémato-encéphalique permettent la diffusion
aisée des métabolites (glucose, oxygene...) et des substances neuroactives ajoutées dans le
milieu de perfusion. Ainsi, cette préparation présente |'avantage de pouvoir étre activée
pharmacologiquement (Kudo & Yamada, 1987b; Cazalets et al.,, 1990; 1992; Cowley &
Schmidt, 1994; Kjaerulff & Kiehn, 1996; Sqgalli-Houssaini & Cazalets, 2000b; Barriére et al.,
2004), ou par une stimulation électrique des régions locomotrices du tronc cérébral
(Zaporozhets et al., 2004) ou des racines dorsales (Lev-Tov et al., 2000; Etlin et al., 2013), et
ainsi de générer une activité motrice dont le patron est similaire a celui enregistré en EMG in
vivo (Juvin & Morin, 2005). Depuis une vingtaine d’années de nombreux groupes de
recherches ont disséqué I'organisation des réseaux locomoteurs spinaux, nous permettant
d’avoir aujourd’hui une bonne connaissance des mécanismes permettant la genése du
rythme moteur au niveau lombaire.

Toutefois, malgré tous les avantages que présente ce modeéle pour I'étude des
réseaux générateurs de rythmes moteurs, il est important d’en connaitre les limites,
imposées par I'utilisation de cette préparation réduite et isolée in vitro. Du fait de la
myélinisation progressive de la moelle au cours du développement, qui empéche la diffusion
de I'oxygene dans les tissus, nous sommes limités a une étude sur des préparations de rats
nouveau-nés agés de 0 a 5 jours (PO a P5). Or a cet age, le systéme nerveux est un systéme
immature en cours de développent, ce qui signifie que les phénomeénes observés chez des
rats nouveau-nés peuvent ne pas étre présents chez des rats adultes. De plus il ne faut pas
oublier que les retours sensoriels ainsi que les centres supérieurs sont supprimés dans cette
préparation, or ils jouent un réle important dans la modulation des phénoménes
locomoteurs étudiés. Toutefois, la comparaison des résultats obtenus sur notre préparation
et chez des animaux in vivo, notamment I'organisation du patron locomoteur, nous indique
que malgré ses limites, ce modele reste cohérent pour étudier les fonctions locomotrices et

posturales.
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A) Animaux

Toutes nos expériences ont été réalisées sur des rats nouveau-nés Sprague-Dawley,
agés entre 0 et 5 jours postnataux (PO- P5). Toutes les procédures ont été effectuées en

accord avec le comité éthique local de I’Université de Bordeaux.
B) Préparations isolées in vitro

Les animaux ont été anesthésiés par isofluorane jusqu’a la perte complete des
réflexes, puis décapités. La peau du dos a été enlevée et la préparation a été placée face
dorsale vers le haut dans une chambre de dissection. Sous controle binoculaire, une section
des os du crane, suivie d’'une laminectomie a été réalisée pour exposer et prélever le tronc
cérébral et la moelle épiniere. Par la suite, les méninges entourant le tissu nerveux sont
retirées. Toutes les dissections et les enregistrements ont été réalisés sous une perfusion
continue de liquide cérébrospinal artificiel (aCSF), équilibré a 95%02-5%C0O2 (pH7,4) a
température ambiante (24-26°C) et contenant (mM): NaCl 130, KCI 3, CaCl;, 2.5, MgSo, 1.3,
NaH,P0,4 0.58, NaHCO; 25 et glucose 10.

Selon les besoins expérimentaux, deux types de préparation ont ainsi été utilisés.
Une préparation thoraco-lombo-sacrée ou la moelle épiniére est sectionnée au niveau T2
afin de supprimer l'influence du CPG antérieur sur la préparation (Juvin & Morin, 2005) a été
utilisée pour réaliser les expériences de pharmacologie et les enregistrements
intracellulaires de motoneurones thoraciques.

Des préparations tronc cérébral-moelle épiniére ou la Vllleme paire de nerfs craniens
est finement disséquée pour pouvoir étre stimulée ont été utilisées dans la derniére partie
de cette thése. Dans ces expériences, le tronc cérébral est perfusé par un liquide
cérébrospinal enrichi en potassium (4mM KCl), et la moelle épiniére est perfusée par le
liqguide physiologique décrit précédemment.

L'identification des racines motrices cervicales (C1 a C8), thoraciques (T1 a T13),
lombaires (L1 a L6) et sacrées (S1 a S4) est effectuée rostro-caudalement par un comptage a
partir de la premiére racine cervicale.

Afin de limiter les effets indésirables de la dissection, les préparations sont laissées au repos
dans le liquide physiologique pendant 1 heure, avant que le premier enregistrement ne soit

effectué.
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II- U’initiation de la locomotion

A) Par pharmacologie

Des épisodes d’activité locomotrice fictive ont été induits par I'application exogene
d’un mélange de N-methyl-D,L-aspartate (15uM, NMA, Sigma) et de sérotonine (5HT, Sigma)
et/ou de dopamine (DA, Sigma), et/ou de noradénaline (NA, Sigma). La dopamine et la
noradrénaline sont fraichement préparées et protégées de I'exposition a la lumiére au cours
de leur perfusion dans le bain, dans le but d’éviter la photo-dégradation. Du sodium-
metabisulfite (0.1%; Sigma) est ajouté a la dopamine pour empécher son oxydation
(Barriére et al., 2004). Les drogues sont perfusées grace a une pompe péristaltique (le flux
de perfusion est maintenu a 4ml/min, dans une chambre de perfusion de 4ml). Les effets des
drogues apparaissent 5-10 min aprés le début de I'application, le temps nécessaire pour que
la solution saline soit totalement remplacée dans la chambre d’enregistrement et que les

drogues diffusent dans le tissu.

Dans les expériences de pharmacologie, différentes combinaisons de drogues sont
testées sur la méme préparation, dans un ordre aléatoire, excepté pour la dopamine. Des
travaux précédents ont montré qu’une haute concentration de dopamine (500uM) peut
exercer des effets a long terme sur une préparation de moelle épiniére isolée in vitro
(Barriére et al., 2004), de ce fait cette amine est toujours testé aprés les autres, et a une
concentration 10 fois plus faible que celle utilisée pour produire des effets a long terme (50
UM au lieu de 500uM). Quand différentes concentrations sont testées sur la méme
préparation, nous commencons toujours par I'application de la concentration la plus faible.
La durée totale d’application est de 20min. Chaque perfusion de drogues est suivie d’une
période de ringcage avec du liquide physiologique, d’au moins 30 minutes. Au cours d’un
épisode de locomotion fictive, la période des cycles initiaux est longue, avant de se
raccourcir jusqu’a atteindre un plateau d’activité présentant un rythme stable d’une période
d’environ 3 a 5s (Sqgalli-Houssaini et al., 1993; Cazalets et al., 1999). Toutes les analyses sont

réalisées sur 30 cycles consécutifs pris au cours de ce plateau.

Dans certaines expériences, I'ajout de gabazine (1uM) et de strychnine (2uM) a

permis de bloquer respectivement les synapses inhibitrices GABAergiques et glycinergiques.
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B) Par stimulations électriques

Stimulation des racines dorsales : La stimulation (stimulateur Master 8) des racines sacrées

dorsales d’'une moelle épiniere quiescente permet de déclencher une activité locomotrice
fictive par la mise en jeu des afférences sensorielles. L'intensité minimale de stimulation
(seuil) permettant de déclencher une réponse enregistrée au niveau des racines ventrales
L2, est déterminée pour un train de stimulation de 1Hz ou 2Hz. Les racines sont ensuite

stimulées a 2 fois le seuil (durée des pulses 0,5msec).

Stimulation du nerf VIII: Les neurones vestibulospinaux sont activés en stimulant la Vllleme

paire de nerfs craniens grace a une électrode de succion en verre polie (Harvard Apparetus,
UK). Le nerf est stimulé par un Master 8, en chocs uniques ou avec des trains de stimulation
de 2Hz ou 5Hz. Entre chaque stimulation, un temps de repos d’au moins 1 minute est laissé a
la préparation pour éviter la fatigue synaptique. La force de la simulation est exprimée en
multiple du courant « seuil » (T), qui est le plus petit courant injecté permettant d’obtenir

une réponse. Le nerf est simulé a 2 fois le seuil (durée des pulses 0,5msec).

C) Milieux modifiées

Pour certaines expériences, un milieu bas calcium-haut magnésium a été perfusé sur
le compartiment thoracique dans le but de bloquer de maniere réversible la transmission
synaptique chimique de ce segment de moelle épiniere. Ce liquide cérébrospinal modifié
contient des concentrations diminuées de calcium et augmentées en magnésium (0,1mM

CaCly, 5mM MgCly).

Une solution isotonique de sucrose (339mM sucrose, 5mM HEPES) ajustée a pH7,4 a
été utilisée pour bloquer toute activité nerveuse au niveau lombosacré. En I'absence de
toute espece ionique, la genese et la propagation des potentiels d’actions est bloquée au

niveau de la région spinale perfusée.

D) Barrieres et sections

Dans plusieurs expériences, la chambre d’enregistrement a été partitionnée en deux
ou trois compartiments grace a des barrieres de Vaseline construites a I'aide de seringues,
pour permettre I'application sélective de drogues sur des régions précises de moelle

épiniere. Durant I'expérience, une différence de niveau entre les compartiments est réalisée
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afin de déceler la présence d’éventuelles fuites au niveau des barrieres. De plus a la fin de
I'expérience, I'’étanchéité a été testée par addition de bleu de méthyléne d’un c6té du mur

de Vaseline.
I1l- Electrophysiologie
A) Enregistrement extracellulaire

Par des électrodes en passant : Cette technique a été utilisée pour les racines ventrales

lombaires qui peuvent étre disséquées sur une longueur importante et fixées au fond de la
cuve de perfusion par des minuties. Une premiere électrode en acier est placée au contact
direct de la racine d’intérét et isolée du milieu de perfusion par de la Vaseline. La seconde
électrode est placée dans le bain pour étre utilisé comme référence. La différence de
potentiel entre ces deux électrodes permet d’enregistrer |'activité électrique transitant par

ces fibres nerveuses.

Par des électrodes de succion : L'activité motrice a été enregistrée au niveau des racines

ventrales motrices les plus courtes (thoraciques) grace a des électrodes de succion en verre
(Hardvard Apparatus). Les racines sont aspirées dans les électrodes remplies de liquide
physiologique. Le maintien en position de ces électrodes est permis grace a des
micromanipulateurs. Une électrode de référence est placée dans le milieu de perfusion, sans
contact avec la moelle. Comme pour les électrodes en passant, |'activité électrique
récupérée lors des enregistrements est la différence de potentiel entre ces deux électrodes.

Dans toutes les figures la position des électrodes est indiquée par des points noirs.

B) Enregistrement intracellulaire des motoneurones:

Enregistrement des motoneurones thoraciques : Préalablement a [I’enregistrement

intracellulaire, une transection sagittale supplémentaire est réalisée au niveau du segment
thoracique d’intérét a l'aide de ciseaux fins MN-26B. Un bloc de Sylgard triangulaire a été
collé sur le fond de la cuve d’enregistrement, comme support pour la partie sectionnée de la
moelle épiniére. Cette partie est placée de maniére légerement fléchie, de facon a ce
qu’apres avoir été placée sur le bloc de Sylgard, la surface coupée repose de maniere

horizontale sous I'objectif. Cette configuration de “moelle retroussée” nous permet de
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Figure 15 : Représentation schématique du dispositif expérimental.

La préparation de tronc cérébral-moelle épiniéere isolée est maintenue en survie pendant plusieurs heures
dans du liquide physiologique oxygéné. Les activités motrices sont enregistrées par des électrodes de
succion ou des électrodes en passant placées au niveau des racines ventrales. Le signal est ensuite

amplifié, digitalisé et visualisé sur un ordinateur. Un stimulateur électrique permet d'activier les afférences
sensorielles.



positionner la pipette d’enregistrement de maniére spécifique sur la partie ventro-mediane

de la moelle épiniére thoracique.

Enregistrements des motoneurones lombaires: Pour étudier linfluence du systéme

vestibulaire sur la moelle épiniére, des enregistrements de motoneurones lombaires sur
moelle entiere ont été réalisés. Dans ces expériences la moelle est positionnée face ventrale
vers le haut et la pie-mere est délicatement retirée au niveau de la zone d’intérét a I'aide de

ciseau fin MC26-B (Moria, Paris) de maniére a mettre a jour le tissu nerveux.

Dans ces deux configurations, les motoneurones sont enregistrés en utilisant une
technique de patch clamp « en aveugle » grace a un Multiclamp 700B. Ils sont identifiés sur
la base de leur réponse antidromique a une stimulation de la racine ventrale de la zone
d’intérét. Seuls les motoneurones avec un potentiel de membrane d’au moins -50mV et une
amplitude des potentiels d’actions de 50mV sont conservés pour réaliser les expériences.
Les électrodes d’enregistrements en verre (4-7m£2, borosilicate avec filament, WPI, USA)
sont remplies avec : 120mM K-gluconate, 20mM KCI, 0.1mM MgCl;, 1ImM EGTA, 10mM
HEPES, 0.1mM CacCl,, 0.1mM GTP, 0.2mM AMPc, 0.1mM Leupeptin, 77mM d-Mannitol, and
3mM Na,-ATP, a pH 7.3. Pour certains motoneurones, nous avons réalisé les
enregistrements intracellualires grace a des électrodes en verre de 70mQ (Hardvard
Apparatus), contenant 2M de K acétate.

Dans certaines expériences, une solution de haut Ca**/haut Mg** (7.5mM CaCl, et
8mM MgS0, est utilisée pour diminuer la transmission synaptique dans certains segments
(Berry & Pentreath, 1976; Cazalets et al., 1995; Jahr & Yoshioka, 2005). De la strychnine
(1uM) a été utilisée pour bloquer l'activation des récepteurs glycinergiques, et du 6,7-
dinitroquinoxaline-2,3-dione (DNQX, 0.5uM) et du (2R)-amino-5-phophonovaleric acid (APV,

0.5uM) ont été utilisés pour bloquer les récepteurs glutamatergiques.

IV- Traitement des données

A) Acquisition et analyses

Le signal a été amplifié 5000 fois grace a un amplificateur, puis acquis a 2kHz en
utilisant une interface (Digidata 1322A, molecular device, CA, USA) pilotée par le logiciel

Axograph (Axon Instrument, CA, USA). Les données brutes sont filtrées (filtre passe-haut,
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50Hz), rectifiées et intégrées avant d’étre analysées grace a un programme Matlab
(Mathworks) développé au laboratoire. L'amplitude des bouffées et la période des cycles
locomoteurs sont calculées en se basant sur la détection du début de la bouffée. Les
enregistrements de la racine L2 sont utilisés comme trace de référence car L2 présente
systématiquement le meilleur rapport signal/bruit. La détection des bouffées s’effectue sur
la trace de référence, puis I'ensemble des enregistrements associés est découpé en fonction
de ces bouffées et rééchantillonné. Les cycles individuels sont superposés et moyennés dans
le but d’augmenter le rapport signal/bruit, et ainsi réaliser une détection plus précise des
pics des bouffées d’activité enregistrées. Les tracés sont ensuite dupliqués afin de souligner

la rythmicité de I'activité obtenue.

Certaines séries d ‘expériences ont .
- Période

nécessité un calcul de relation de phases entre
deux activités enregistrées sur deux racines 1

ventrales distinctes. En effet, les activités

. . *
nerveuses locomotrices sont caractérisées par Délai ||||| |‘ ‘|
. . 2 THIL T
des phases d’alternance (droite-gauche, flexion- Il ‘ ‘ | | | ‘” )
extension). Les relations de phases entre les oclal
Fhas
Période

deux activités de deux racines motrices ont été
calculées de la fagon suivante : le délai d’apparition de I'activité enregistrée (D) dans la
racine motrice 2 par rapport a la racine ventrale de référence 1 est divisé par la période de
I'activité rythmique P.

Le calcul des relations de phases est réalisé a partir d’'une trentaine de cycles
locomoteurs sélectionnés de facon aléatoire dans des épisodes de locomotion fictive stable.
Ainsi, une valeur de phase moyenne proche de 0 ou de 1 indique une synchronisation entre
I'activité des deux racines, tandis qu’une valeur proche de 0,5 indique une alternance. Les
valeurs linéaires sont ensuite transformées en valeurs angulaires et une représentation
circulaire réalisée grace au logiciel Igor Pro (IgorPRo Software, Wavemetrics, ORn USA)
permet de calculer une phase moyenne ainsi que la force du vecteur (qui exprime la
variabilité de la distribution des phases individuelles autour de cette valeur moyenne).

Certaines racines thoraciques présentent une activité difficilement détectable, sur

laquelle il est impossible de déterminer manuellement le début et la fin des bouffées. Dans
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cette condition, les relations de phases entres les bouffées d’activités enregistrées
simultanément dans plusieurs racines ventrales sont calculées a I'aide d’une analyse basée
sur la transformée en ondelettes (pour une description plus importante de la méthode voir
(Torrence & Campo, 1998; Grinsted & Moore, 2004; Mor & Lev-Tov, 2007). Un logiciel
développé au laboratoire sur la base du logiciel de cohérence de Wavelet de Matlab a été
utilisé. Cette méthode permet d'extraire la frégeunce locomotrice, les valeurs de cohérences
et les relations de phase entre deux enregistrements acquis simultanément. Pour cela,
I'activité obtenue au niveau d’une racine est décomposée en fréquence, puis pour chaque
paire d’enregistrement, une carte de corrélations croisées représentant la puissance des
fréquences (XWT) et une carte de cohérence mettant en évidence les régions ou la
corrélation entre les signaux est significative (CWT) sont réalisées. Les résultats obtenus avec
ces deux algorithmes sont combinés dans une carte (CXWT), permettant de mettre en avant
les régions significatives en termes de corrélation et de cohérence. De cette carte les
relations de phases sont extraites dans les zones de cohérence. Comme précédemment, les

valeurs obtenues sont présentées dans des diagrammes circulaires.

B) Statistiques

Les statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel Prism (Graphpad software, CA,
USA). Les résultats sont représentés sous la forme valeur a la moyenne * erreur standard a la
moyenne (SEM). Le nombre n représente la quantité de préparations utilisées et les
astérisques indiquent une différence significative. Les valeurs moyennes sont considérées
statistiqguement significatives lorsque les valeurs de p sont inférieures a 0,05. Les différences
entre les moyennes sont évaluées en utilisant un t-test (comparaisons de 2 groupes) ou
d’ANOVA une voie (comparaison de plus de 2 groupes) suivie d’une analyse post-hoc avec le
test de Tukey. Les données sont testées pour leur normalité, et si elles ne suivent pas a la loi
normale, un test analogue non-paramétrique est utilisé. Lors des expériences de
pharmacologie, I'égalité des groupes de variances est testée par un test de Brown-Forsyhe
ou un F-test.

Les analyses statistiques des données circulaires sont réalisées sur les données brutes
grace a des statistiques de distribution circulaire en utilisant le logiciel |GorPro

(Wavemetrics, OR, USA) et Oriana (KCS, UK). Le test de Rayleigh est utilisé pour déterminer
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la force du couplage. Le test non-paramétrique Watson U2 ou le test de Mardia ont été
utilisés pour comparer deux échantillons de données circulaires (Oriana KCS, UK et IgorPRo
Software, WaveMetrics, ORn USA). Le test de Watson-Williams (un analogue circulaire de

I’ANOVA a une voie, (Berens, 2009) a été utilisé pour comparer plus de deux échantillons.

V- Les techniques neuroanatomiques
A) Marquages par un traceur rétrograde

Les rats agés de PO a P3, sont anesthésiés par hypothermie et placés sur un pain de
glace afin de les maintenir endormis durant I'injection. Une légeére incision est réalisée dans
la peau du dos, et un cristal de traceur rétrograde, la sous unité B de la toxine du choléra
couplé a de l'alexa Fluor 488 (Molecular probes, OR) est placé dans le muscle d’intérét
(longissimus ou multifidus dorsali). La peau du dos est recollée a I'aide d’une colle
vétérinaire (Vetbond) et les rats sont replacés dans la cage avec leur meére respective
pendant 2 jours. Une fois ce délai écoulé, I'animal est disséqué afin de récupérer la moelle

épiniere et de réaliser un marquage cholinergique des motoneurones (voir ci-aprées).
B) Marquages cholinergiques

Les moelles épinieres sont fixées par immersion dans une solution de
paraformaldehyde a 4% durant 12h a 4°C. Les préparations sont ensuite rincées dans du PBS
sucrose 20% a 4°C pendant 12h, puis congelées a -80°C dans de l'isopentane. Les moelles
épiniéres sont ensuite coupées au cryostat et les tranches de 20uM sont disposées sur des
lames. Ces derniéres sont ensuite rincées avec du PBS (3x10min) et saturées pendant 1h30 a
température ambiante dans une solution constituée de PBS, de triton 0,3% et de BSA 1%.
L'incubation de l'anticorps primaire ChAT-chevre dilué au 1:100 est réalisée dans une
solution PBS-triton-BSA, durant une nuit a température ambiante. Les lames sont par la suite
rincées avec du PBS (5x10min), puis I'incubation de I’anticorps secondaire de singe anti-
chevre couplé a I'alexa fluor 488 dilué au 1:500 est effectuée pendant une heure. Apres
ringage dans du PBS (5x10min), les lames sont montées dans un milieu Vectashield Hard Set

et observées en utilisant un microscope Nikon AZ100M.
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Résultats
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Chapitre |

Origine de I’activité des réseaux thoraciques spinaux au cours de la
locomotion.

Introduction

Le comportement locomoteur nécessite non seulement la production de forces
nécessaires pour propulser le corps, mais aussi le maintien de I|'équilibre dynamique
impliqué dans la réalisation de chaque cycle locomoteur. Des analyses cinématiques et
électromyographiques du comportement locomoteur chez les vertébrés ont montré que ce
comportement est réalisé grace a l'activation organisée des muscles des membres
postérieurs, des membres antérieurs et des segments axiaux. Cela implique des opérations
synergiques entre les réseaux prémoteurs supraspinaux et spinaux impliqués dans la
locomotion et la posture (Grillner et al., 1995; Rossignol et al., 2006; Falgairolle et al., 2006;
Deliagina et al., 2008).

La coordination des muscles du tronc et des membres lors de la locomotion a été
décrite chez I'nomme (Thorstensson et al., 1982; de Seze et al., 2008; Ceccato et al., 2009),
le rat (Gramsbergen et al., 1999) et le chat (Carlson et al., 1979; Zomlefer et al., 1984b). La
preuve d'un mécanisme central de coordination a été obtenue a partir d'expériences
menées chez les chats (Koehler et al., 1984) et chez des rats néonataux (Falgairolle &
Cazalets, 2007). Cependant jusqu'a présent, la plupart de nos connaissances sur
I'organisation du contréle moteur du tronc lors de la locomotion proviennent d'espéeces au
mode de locomotion ondulatoire, dans laquelle le tronc occupe une place centrale dans
I'appareil locomoteur (Cohen, 1987; Roberts, 1990; Matsushima & Grillner, 1992; Roberts et
al., 1998; McClellan & Hagevik, 1999; Grillner & Wallén, 2002; Falgairolle et al., 2013).
Etonnamment, peu de choses sont connues sur les mécanismes impliqués dans le controle
des mouvements du tronc lors de la locomotion chez les vertébrés quadrupéedes ou bipédes.

Récemment, en utilisant une préparation de moelle épiniére isolée de rat nouveau-
né, nous avons montré que les segments thoraciques, dans laquelle les motoneurones des
muscles du dos sont distribués, réalisent des bouffées motrices avec un rapport de 1: 1 en
phase avec les bouffées motrices lombaires au cours d’une activité locomotrice fictive

(Falgairolle & Cazalets, 2007). De maniere intéressante, nous avons montré que
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I'organisation temporelle de ces activités in vitro, se propageant caudorostralement le long
des segments thoraciques, pourrait expliquer la vague de flexion observée le long de I'axe du
corps du rat nouveau-né au cours de mouvements locomoteurs in vivo. Ces mécanismes de
couplage intraspinaux pourraient donc contribuer a la coordination des différents segments
du corps observés lors de la locomotion in vivo. Dans notre étude, nous avons utilisé la
méme préparation pour aller plus loin dans l'identification de certains des mécanismes
impliqués dans le couplage des activités locomotrices lombaires et thoraciques. Nous avons
mis en évidence que l'expression d’un patron locomoteur au niveau thoracique dépend de
I'activation du réseau locomoteur lombaire lui-méme. Au niveau cellulaire, nous avons
identifié deux sous-populations de neurones moteurs thoraciques: (1) des motoneurones
locomoteurs réalisant des oscillations du potentiel de membrane dont la décharge est
corrélée avec le cycle locomoteur; (2) des motoneurones non-entrainés par l'activité
locomotrice et dont les oscillations du potentiel de membrane et la décharge de potentiels
d’action ne sont pas corrélées avec l'activité locomotrice. Dans le premier groupe, nous
avons montré qu’une partie de la commande synaptique locomotrice provient directement
des réseaux moteurs lombaires, qui peuvent contréler les segments thoraciques distants par

des voies propriospinales directes ou indirectes.

Matériels et Méthodes

Ces expériences ont été réalisées sur des préparations de moelles épiniéeres isolées in
vitro, sectionnées en T2 dés le début de I'expérience, afin de supprimer toute influence en
provenance des réseaux moteurs cervicaux qui contrélent les membres antérieurs (Ballion et
al., 2001). U'activité de locomotion fictive est déclenchée par la perfusion d’'un mélange de
NMA a 15uM et de 5HT a 15uM. L'activité extracellulaire est enregistrée au niveau des
racines thoraciques (de T3 a T11), et lombaires (L2 et L5). Pour les enregistrements
intracellulaires, une section transversale est réalisée au niveau thoracique d’intérét pour
accéder aux corps cellulaires, et la moelle est placée dans la configuration de moelle
retroussée présentée dans la figure 6 (pour plus de détails voir le chapitre Matériels et

Méthodes de cette these).

Dans certaines expériences, une solution isotonique de sucrose a été utilisée au

niveau des réseaux locomoteurs lombaires pour supprimer toute activité au niveau de ces
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Figure 1 : Les bouffées d’activités motrices thoraco-lombaire sont coordonnées au cours de la locomotion
fictive.
(A) Enregistrements simultanés de plusieurs racines ventrales lombaire et thoraciques pendant un épisode de
locomotion fictive induit par du NMA (15 uM) et de la 5HT (15 uM). (B) Traces lissées et rectifiées (panneau de
gauche) de la séquence présentée en A (zone grisée) montrant la coordination des bouffées motrices lombaires
et thoraciques. Noter I'augmentation du ratio entre I'amplitude des bouffées d'activité (ligne en pointillé) et la
dépolarisation tonique (en gris). Le panneau de droite illustre le cycle normalisé moyen répété 2 fois (n = 63
cycles, a droite L2 prise). (C) Exemple de I'analyse en ondelettes effectuée entre des paires d'enregistrements. La
carte de corrélation croisées (panneau supérieur) et la carte de cohérence entre les activités des racines L2
bilatérales révelent des bandes fréquencielles de "hautes puissances" et la corrélation entre les signaux au cours
du temps, respectivement. La puissance des fréquences et la cohérence entre les signaux sont codées par des
couleurs chaudes et froides indiquant des valeurs hautes et basses, respectivement. Les contours noirs délimitent
les domaines ou le niveau de significativité est supérieur a 5%. Les régions d'intérét (ROI, rectangle blanc pointillé)
ont été définies a partir de la carte obtenue en mélangeant les cartes de corrélations croisées et de cohérence
(carte du bas). Les fleches indiquent la relation de phase entre chaque composante de fréquences importantes
(la direction de gauche indiquant une relation en antiphase). Les graphiques du bas illustrent I'évolution de la
fréquence (marqueurs noirs) et de la cohérence (marqueurs rouges) au cours du temps, dans la ROI. (D)
Digrammes circulaires représentants les relations de phase entre les activités motrices enregistrées a partir de
différents racines par rapport a la racine de référence L2 droite. La direction et la longueur des fleches rouges
indiquent la valeur moyenne de phase (normalisée de 0 a 1) et la valeur de r, respectivement. r, droite; |, gauche;
T, thoracique, L, lombaire.




réseaux. Des antagonistes des récepteurs glutamatergiques (CNQX, 5uM et APV, 5uM), ainsi
que des récepteurs glycinergiques (strychnine, 2uM) ont été utilisés pour caractériser la
commande synaptique. Enfin, une solution contenant des concentrations élevées en calcium
(7.5mM) et magnésium (8mM) a été utilisée pour bloquer les voies polysynaptiques au

niveau des segments thoraciques.
Résultats
A) Coordination du patron d'activité thoraco-lombaire lors de la locomotion fictive

Dans cette série d'expériences, |'activité de locomotion fictive est déclenchée sur des
préparations de moelles épiniéres isolées en utilisant des applications exogénes de NMA
(15uM) et de sérotonine (5HT, 15uM). Dans I'ensemble des préparations (n= 79), quand
I'application est réalisée sur I'ensemble de la moelle épiniére thoraco-lombo-sacrée, des
épisodes soutenus de locomotion fictive stable sont enregistrés au niveau des racines
lombaires (période moyenne de 3,32 + 0,09 s), avec une alternance bilatérale segmentaire
des bouffées motrices et une alternance homolatérale des bouffées d’activités de flexion et
d’extension, enregistrés au niveau des racines ventrales L2 et L5 respectivement.
L’enregistrement simultané des racines ventrales thoraciques et lombaires révele que 79%
des préparations (n= 63/79) expriment des bouffées d’activités rythmiques dans les
segments thoraciques spinaux lors d’une activation par le mélange NMA/5HT (Fig. 1A). La
figure 1B présente des enregistrements intégrés rectifiés. La zone grise sous chaque
enregistrement représente le niveau de dépolarisation tonique (Fig. 1B). Le rapport entre
I'amplitude des bouffées et le niveau d'activité tonique est plus faible au niveau thoracique
que dans les segments lombaires (Figure 1B, panneau de gauche). En moyenne, le rapport
signal rythmique /activité tonique au niveau des racines ventrales L2 est significativement
plus élevé (1,75 + 0,08; n= 63 préparations) que le rapport moyen obtenu a partir
d'enregistrements au niveau thoraciques (1,09 + 0,01 ; n = 46 préparations ; p <0,0001, test
de Mann-Whitney). Une activation sérotoninergique tonique des neurones sympathiques
situés dans la colonne intermédiolatérale au niveau thoracique pourrait contribuer a réduire
le rapport signal/activité a ce niveau (Pierce et al., 2010). Dans les 16/79 préparations
restantes, |'activité locomotrice enregistrée au niveau lombaire ne se propage pas au niveau

des segments thoraciques ou une activité tonique a été observée.
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L'analyse quantitative des épisodes locomoteurs présentés dans la figure 1A a été réalisée
en utilisant une méthode de décomposition temps/fréquence des signaux
électrophysiologiques basée sur la transformée en ondelette (wavelet transform analysis,
Mor & Lev-Tov, 2007). Cette méthode permet de suivre I'évolution du contenu fréquentiel
du signal au cours du temps, et a l'avantage de pouvoir étre appliquée sur des signaux
présentant de faibles rapports signal/bruit empéchant la détection semi-automatique ou
manuelle des bouffées d'activités. La carte temps/fréquence présentée dans la partie
supérieure de la figure 1C représente la corrélation croisée obtenue a partir de I'analyse en
ondelettes des activités enregistrées au niveau des deux racines L2. Sur cette carte
présentée entre 0,0625 et 2 Hz, les zones de couleurs chaudes indiquent les bandes
fréquentielles de "haute puissance" dans le domaine temporel, c'est a dire les régions dans
lesquelles les fréquences étaient significativement présentes sur les deux signaux. Ainsi une
bande de fréquences allant de 0,25 a 0,4 Hz étaient significativement présentes sur les deux
signaux. De facon complémentaire, une analyse de cohérence (wavelet coherence analysis,
Fig. 1C, panneau du milieu) permet de mettre en évidence les régions ou la corrélation entre
les signaux (a une fréquence donnée et un temps donné) est significative. Par commodité,
les cartes de corrélation croisée (cross wavelet) et de cohérence (wavelet coherence) ont été
combinées de maniére a mettre en avant les régions significatives en terme de corrélation et
de cohérente (Mor & Lev-Tov, 2007, Figure 1C, carte du bas). A partir de la région d'intérét
(rectangle blanc pointillé) sélectionnée sur cette derniére carte, ont pu étre définies la
fréquence locomotrice (0,28 + 0,01 Hz) et les valeurs de cohérence (0,96 + 0,01) au cours du
temps (Fig. 1C, tracé du bas). Enfin, nous avons également pu extraire |'évolution des
relations de phase entre les activités enregistrées bilatéralement au niveau du segment L2
(relation de phase moyenne de 0,47 + 0,02) dans la gamme de fréquences d'intéréts a partir
de l'analyse de corrélation en ondelette. Les diagrammes circulaires de la Figure 1D
présentent les relations de phase entre les racines ventrales enregistrées et la racine L2
droite prise comme référence. lls indiquent que les bouffées d’activité enregistrées au
niveau thoracique sont coordonnées a l'activité locomotrice générée au niveau lombaire.
Comme observé précédemment (Falgairolle & Cazalets, 2007), on observe une propagation

caudo-rostrale progressive du délai d’apparition des bouffées.

B) Capacités rythmogeénes conditionnelles des segments thoraciques spinaux isolés
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Figure 2 : Capacités rythmogenes conditionnelles de la moelle épiniére thoracique.

(A) Des bouffées d’activité motrices rythmiques coordonnées sont enregistrées au niveau thoracique au
cours d’un épisode de locomotion fictive (Al). Ces bouffées ne sont pas présentent lorsque seul les
segments lombo-sacrée sont activés, dans la méme préparation (A2). (A3) Une activité tonique est
enregistrée au niveau thoracique lorsque seuls les segments thoraciques sont pharmacologiquement
activés. (B) La période locomotrice moyenne enregistrée lorsque les réseaux lombo-sacrée sont activés
pharmacologiquement est nettement plus rapide que celle obtenue lorsque I'ensemble de la préparation est
activée (n = 28 préparations). (C) Les bouffées thoracique enregistrées au cours d’une |'activité locomotrice
(C1-D1) sont remplacées par une activité rythmique lente apres une section compléete de la moelle, réalisée
au niveau T12 / T13 (€C2) ou suite a un blocage de la conduction axonale au niveau de la région lombo-sacrée
par une solution sucrose (D2).r, droite; |, gauche; T, thoracique, L, lombaire.



Pour étudier les capacités rythmogéenes des segments thoraciques, la moelle épiniére
a été artificiellement divisée en deux parties grace a un mur de Vaseline placé au niveau des
segments thoraciques T12 / T13 (n = 28) de maniére perfuser séparément la moelle épiniére
thoracique et la moelle épiniére lombo-sacrée. En condition controle, c’est-a-dire lorsque le
mélange NMA/5HT est appliqué dans les deux compartiments, l'activité rythmique
enregistrée dans les deux régions est synchrone (Fig. 2A1). Dans les mémes préparations,
I'application de NMA/5HT uniquement sur les segments lombo-sacrée déclenche une
activité locomotrice au niveau lombaire, mais les segments thoraciques restent silencieux
(Fig. 2A2). Dans cette condition, la période lombaire locomotrice (n= 28 préparations, 2,68 +
0,14 s) est significativement diminuée par rapport au controle (n= 28 préparations, 3,16 *
0,14 s, p <0,05, t-test pairé), ce qui indique que l'activation des segments thoraciques
contribue a réguler la durée du cycle généré par le réseau locomoteur lombaire (Fig. 2B).
Dans tous les cas, I'application de NMA/5HT sur les segments thoraciques seuls ne déclenche
gu’une dépolarisation tonique au niveau thoracique, mais ne réussit pas a initier une activité

rythmique (Fig. 2A3).

Toutefois, dans une étude précédente, il a été montré que la moelle épiniére est
capable de générer des bouffées d’activité rythmiques lorsqu'elle est isolée des segments
lombaires par une section de la moelle épiniére au niveau T12 / T13 (Falgairolle & Cazalets,
2007). Dans notre étude, en réalisant la méme section, I'application de NMA/5-HT dans le
bain de perfusion déclenche une activité rythmique dans 6/18 préparations (Fig. 2C1-C2). En
condition contrdle, c’est-a-dire avant section, I'application de NMA/5HT sur |'ensemble de la
moelle épiniere déclenche des bouffées d’activité locomotrice coordonnées entre les
segments thoraciques et lombaires (Fig. 2C1). Aprés section, une nouvelle application de
NMA/5HT déclenche une activité rythmique lente au niveau thoracique, qui n’est plus
corrélée avec I'activité locomotrice lombaire (Fig. 2C2). La période des cycles thoraciques est
significativement augmentée (7,87 + 0,87 s, n = 62 cycles) et la période des cycles lombaires
est significativement diminuée de (2,6 + 0,01 s, n = 202 cycles), par rapport a la période
controle mesurée avant section (3,00 + 0,09 s, n = 51 cycles, test Mann-Whitney, p<0,05).
Dans cette expérience, 12/18 préparations ont exprimé une activité tonique aprés section.
Pour augmenter l'excitabilité des réseaux thoraciques de ces préparations isolées, un

antagoniste GABAergique, la gabazine a 1 uM a été ajoutée dans le bain de perfusion
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Figure 3 : Modulation de I'activité locomotrice par les réseaux thoraciques spinaux.

(A) L'activité motrice rythmique enregistrée au niveau thoracique et lombaire au cours d’'un épisode de
locomotion fictive (B) est ralentie par I'application de gabazine (2uM) au niveau des réseaux thoraciques. (C)
Histogramme représentant la période locomotrice en condition contrdle et apres application de gabazine.
(D) Diagrammes circulaires représentant les relations de phase entre les bouffées motrices enregistrées au
niveau de la racine thoracique (T9) et de la racine lombaire L2 ipsilatérale de référence, en condition contréle
(panneau de gauche) et apres ajout de gabazine (panneau de droite). Chaque point indique la valeur
moyenne obtenue pour une expérience. r, droite; |, gauche; T, thoracique, L, lombaire.



contentant le mélange NMA/5HT (Cazalets et al., 1994; Bertrand & Cazalets, 1998a). Cela a
permis de déclencher une activité rythmique lente au niveau des segments thoraciques dans

toutes les préparations testées (n = 9 préparations, 7,82 + 0,76 s) (données non montrées).

L'utilisation d’une approche lésionnelle sur cette préparation pouvant entrainer une
perturbation des capacités rythmiques endogenes des segments thoracique isolés, en
modifiant l'intégrité fonctionnelle de ces réseaux (Juvin & Morin, 2005), nous avons
également utilisé une approche pharmacologique en perfusant avec du NMA/5HT les
segments spinaux thoraciques, tout en bloguant I'activité neuronale au niveau lombaire
grace a la perfusion d’une solution isotonique de sucrose au niveau de la moelle lombo-
sacrée (Fig. 2D1-D2). Dans cette condition, nous avons observé un patron d’activité
comparable a celui observé apres section, avec une augmentation significative de la période
des bouffées au niveau thoracique (Fig. 2D2, n= 7 préparations, 8,23 + 1,06 s) par rapport a
la période locomotrice obtenue en condition contréle (Fig.2D1, 3,57 + de 0.37s, t-test non
paramétrique pairé Wilcoxon test, p<0,05). Ainsi, une séparation physique ou
pharmacologique des réseaux thoraciques et lombaires permet de révéler une activité

rythmique intrinséque aux réseaux thoraciques.

L'ensemble de ces résultats suggére que les réseaux lombaires inhibent 'activité
rythmique thoracigque en condition contréle. Toutefois, nous avons également montré que
I'activation des segments thoraciques contribue a réguler la durée du cycle généré par le
réseau locomoteur lombaire (Fig. 2B). Pour étudier plus précisément I'influence des réseaux
thoraciques sur le rythme locomoteur lombaire, nous avons perfusé I'ensemble de la moelle
avec un mélange de NMA/5HT, de maniére a déclencher des épisodes de locomotion fictive
a la fois au niveau des racines ventrales thoraciques et lombaires (Fig. 3A, n= 6). Puis de la
gabazine a 2uM a été rajoutée au mélange de NMA/5HT, uniquement sur les segments
thoraciques, de maniére a augmenter |'excitabilité de ces derniers. Dans cette condition
nous avons observé un ralentissement significatif du rythme locomoteur (3,26 + 0,21s en
condition control et 5,98 + 0,72 en condition gabazine ; t-test pairé ; p<0,02 ; Fig. 3C) et une
augmentation significative de I'amplitude des bouffées d’activités a la fois au niveau
thoracique et au niveau lombaire (Fig. 3B ; t-test pairé ; p< 0,05). L'organisation temporelle
des relations thoraco-lombaires n’est pas modifiée entre la condition contréle (valeur

moyenne de phase 0,22 + 0,05 ; r= 0,95) et la condition gabazine (valeur moyenne de phase
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Figure 4 : Couplage entre l'activité locomotrice lombaire et les bouffées motrices enregistrées dans les
segments thoraciques distaux.

(A) Des activités locomotrices coordonnées le long de la moelle épiniére thoraco-lombaire sont
déclenchées par une perfusion de NMA / 5HT (condition contréle). (B) Des bouffées d’activité motrices
coordonnés a l'activité locomotrice lombaire sont enregistrées dans les segments thoraciques supérieurs
lorsque la transmission synaptique est bloquée (solution de bas calcium) au niveau des segments
thoraciques intermédiaires T6-T12. Noter I'absence d’activité en T9 dans cette derniére condition. (C)
Diagrammes circulaires représentant les relations de phase entre les bouffées motrices enregistrées au
niveau T3 (panneaux inférieurs) et T5 (panneaux supérieurs) des segments thoraciques par rapport a la
racine L2 ipsilatérale prise comme référence, avant (controle, panneaux de gauche) et aprées le blocage de
la transmission synaptique dans segments thoraciques (milieu bas calcium, panneaux de droite). Noter le
décalage de la phase moyenne observée entre les conditions de bas calcium par rapport a la condition de
controle. r, droite; |, gauche; T, thoracique, L, lombaire. * p< 0,05



0,20 + 0,11; r= 0,79; Watson U2 test; p> 0,05; Fig. 3D). Ces expériences confirment
I'influence inhibitrice des réseaux thoraciques sur le rythme locomoteur lombaire. Il semble
donc qu’il existe des connexions réciproques entre les segments thoraco-lombaires, qui

pourraient étre impliquées dans la régulation du rythme locomoteur.

Les mécanismes de coordination entre les activités thoraciques et les réseaux
locomoteurs lombaires peuvent impliquer de longues voies ascendantes propriospinales et /
ou des voies ascendantes relayées au niveau thoracique. Pour tester cette hypothese, la
moelle épiniere a été artificiellement divisée en trois compartiments (T3-T5, T6-T11, T12-
queue de cheval) a l'aide de murs de Vaseline (n= 6 préparations). Dans toutes les
préparations, I"application simultanée de NMA/5HT dans les trois compartiments déclenche
une activité locomotrice coordonnée le long de la moelle épiniére (Fig. 4A). Un blocage de
I'activité synaptique par application locale d’'une solution de bas calcium/haut magnésium
sur les segments intermédiaires (T6-T12), n'a pas d'effet sur I'expression des bouffées
d’activité dans les segments thoraciques supérieurs, qui restent coordonnées a l'activité
locomotrice lombaire (Fig. 4B). Le blocage synaptique des relais thoraciques intermédiaires,
entraine cependant un décalage significatif des relations de phase des bouffées motrices
thoracique en T5 (valeur moyenne de phase: contrdle, 0,15 + 0,08; bas calcium/haut
magnésium 0,34 + 0,11 ; test de Watson U2, p <0,05) et en T3 (valeur moyenne de phase:
contréle, 0,22 + 0,12; bas calcium/haut magnésium 0,39 + 0,11 ; test de Watson U2, p
<0,05; Fig. 4C) par rapport a la racine de référence L2. Cela indique qu’en condition
contréle, il existe a la fois des voies ascendantes propriospinales longues, et des relais
segmentaires qui pourraient contribuer a la coordination de I'activité locomotrice thoracique

et lombaire.

Pour déterminer si ces voies propriospinales projettent sur les segments thoraciques
ipsilatéraux ou réalisent des connexions croisées, nous avons utilisé une approche de lésion
en réalisant une hemi-section sagittale au niveau thoracique T11. La perfusion de NMA/5HT
sur une moelle épiniére intacte déclenche une activité motrice a la fois au niveau lombaire
et au niveau thoracique (Fig. 5A). Suite a une hemisection sagittale réalisée au niveau
thoracique T11, l'activité locomotrice enregistrée au niveau des racines ventrales
thoraciques T6 et T8 persiste, a la fois au niveau des segments thoraciques situés du coté

non-lésé, mais également au niveau des racines thoraciques situées au-dessus du site de
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section, bien que l'activité devienne moins claire (Fig. 5B). Sur 8 préparations, aucune
différence significative de I'amplitude n’a été observée au niveau des bouffées d’activités
thoraciques avant et apres lésion (t-test pairé ; p> 0,05). De méme, I'organisation temporelle
des relations de phase entre la racine lombaire de référence L2 et la racine thoracique T8
située au-dessus de la Iésion est identique a celle observée avant la lésion (valeur moyenne
de phase; contréle: 0,14 + 0,06 ; r=0,92 et apres lésion: 0,18 + 0,09 ; r=0,83; Watson U2
test; p> 0,05). Aucune différence significative de la période motrice n’est observée au
niveau lombaire avant et apres Iésion (4,26 + 0,61 en condition controle et 4,07 + 0,63 aprés
lésion ; n=8; t-test pairé; p> 0,05). Cette expérience suggere qu’il existe des connexions
croisées au niveau thoracique au-dessus du site de lésion, et que ces connexions jouent une

part importante dans I'organisation des relations thoraco-lombaires.

C) Localisation des motoneurones thoraciques innervant les muscles du dos.

Dans une étude précédente, nous avons montré que les motoneurones innervant les
muscles du dos (les muscles longissimus et multifidus dorsali) sont organisés en colonne le
long de la moelle épiniere thoraco-lombaire (Falgairolle & Cazalets, 2007), mais leur
emplacement dans le plan transversal n'a pas été défini. Afin de réaliser I'enregistrement
intracellulaire des motoneurones thoraciques axiaux, il était indispensable de déterminer
avec précision leur localisation au sein de la moelle épiniére. Au niveau thoracique, un
marquage a la choline acétyl-transférase a révélé deux populations de motoneurones dans
la lamina IX (Fig. 6A, panneau de gauche). Afin de localiser les motoneurones innervant les
muscles du dos, des cristaux de sous-unité de cholera toxin B conjugué a de I’Alexa Fluor 488
(CTB-AF 488) ont été insérés dans les muscles longissimus et multifidus dorsali d’un seul coté
du dos (n = 3 préparations). En accord avec la littérature (Smith & Hollyday, 1983), les corps
cellulaires des motoneurones marqués rétrogradement (Fig. 6A, panneau du milieu) ont été
exclusivement retrouvés dans la population de motoneurones ventromédiane (Fig. 6A,

panneau de droite).
D) Motoneurones corrélés a I’activité locomotrice lombaire et motoneurones non-corrélés.

Des enregistrements intracellulaires en patch-clamp de motoneurones ont été

effectués le long de la moelle épiniere thoracique (de T3 a T11) pour étudier l'activité des
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Figure 6 : Localisation intracellulaire et enregistrement de la population de motoneurones axiaux dans la
moelle épiniere thoracique.

(A) Localisation du groupe de motoneurones innervant les muscles du dos au niveau du segment thoracique
T12. Un marquage a la Choline acétyl-transférase des cellules cholinergiques (panneau de gauche) montrent
deux principales populations de motoneurones dans la zone ventromédiane et dans une partie latérale de la
moelle ventrale (agrandissement de la zone encadrée en haut a gauche). La localisation ventromédiane des
motoneurones innervant les muscles du dos est révélée par marquage rétrograde réalisé par injection
intramusculaire du traceur rétrograde cholera-toxine B. Les fleches indiquent les motoneurones marqués. La
superposition des marquages présentée dans le panneau de droit confirme que cellules marquées sont bien
des motoneurones cholinergiques. (B) Diagramme illustrant le dispositif expérimental utilisée pour
I'enregistrement des motoneurones thoraciques. La moelle épiniére a été sectionnée transversalement au
niveau d’un segment thoracique d’intérét et la surface sectionnée a été surélevée par un triangle de Sylgard de
maniére a faciliter I'accés aux motoneurones lors des enregistrements intracellulaires. Les motoneurones ont
été identifiés par la présence d'un potentiel d'action antidromique enregistré en réponse a des stimulations de
la racine ventrale thoraciques correspondante (panneau de gauche). (C) Enregistrements des modifications de
I'activité extracellulaire lombaire et intracellulaire enregistrée dans un motoneurone thoracique lors de la
perfusion de NMA/5HT sur la préparation. (C1) L'activité locomotrice apparait progressivement au niveau
lombaire et le motoneurone se dépolarise en parallele, (C2) avant de se mettre a décharger en phase avec
I'activité locomotrice.



motoneurones axiaux thoraciques au cours d’épisodes de locomotion fictive. Pour cela, nous
avons utilisé une préparation de moelle épiniére coupée transversalement aux différents
niveaux d'enregistrement, afin de pouvoir cibler les motoneurones situés dans la partie
ventromédiane de la moelle (méthodes, Fig. 6B). Nos résultats sont basés sur les
enregistrements réalisés a partir de 59 motoneurones thoraciques, identifiés par une

stimulation antidromique (Fig. 6B, panneau de gauche).

La figure 6C montre un exemple représentatif des changements qui se produisent
dans un motoneurone thoracique lors de I'activation des réseaux locomoteurs. Pendant les
premiéres minutes de perfusion de NMA/5HT, une activité tonique apparait au niveau
lombaire, puis une activité locomotrice stable s’installe. Le potentiel de membrane des
motoneurones thoraciques se dépolarise progressivement, et en paralléle les entrées
synaptiques arrivant sur les motoneurones augmentent. Par la suite, les motoneurones se
mettent a décharger des bouffées de potentiels d’actions lors de la phase de dépolarisation
des oscillations du potentiel de membrane (Fig. 6C, le panneau du milieu).

Pendant I"application de NMA/5HT sur les préparations de moelles épiniéres thoraco-
lombo-sacrée, nous avons constaté que 25/33 motoneurones émettent des bouffées de
potentiels d'action coordonnés a l'activité locomotrice enregistrée au niveau lombaire.
L'analyse de la distribution des potentiels d’actions au cours des différentes phases du cycle
moteur (arbitrairement divisé en 10; Fig. 7A, panneau de droite) montre clairement une
modulation de la décharge en fonction du cycle moteur. En revanche, dans 8/33
motoneurones thoraciques enregistrés dans cette condition, les potentiels d’actions sont
répartis uniformément, et I'on peut voir que les motoneurones ne déchargent pas pendant
une phase particuliére du cycle moteur (Fig. 7B, panneau de droite).

Afin de déterminer si I'activité des motoneurones thoraciques au cours du cycle
locomoteur est contrélée par les segments lombaires, nous avons réalisé des
enregistrements de ces motoneurones lors de la perfusion de NMA/5HT au niveau des
segments lombo-sacrés uniquement (Fig. 8). Sur les 25 motoneurones enregistrés dans cette
condition, 13 d'entre eux ont exprimé des oscillations de leurs potentiels de membrane
rythmiques et synchronisés avec l|'activité locomotrice lombaire. Dans I'exemple présenté
dans la figure 8A, les oscillations du potentiel de membrane sont synchronisées avec

I'activité enregistrée dans la racine ventrale L2, comme le révele la moyenne des cycles

75



A Thoracic locomotor-driven motoneuron

3 NMA/SHT I L2 mean cycle (n=19)
& —~
T9
$ £
10mv | g Xy
L2 kS %
e) [
IT9 Mn R 0 [ e 2 | O T
60mY T 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
1_OS Cycle phases (%)
B . .
o NMASHT Thoracic non locomotor-driven motoneuron

I L2 mean cycle (n=26)

Tsig &
80

10mV | c 60

L2 40

IT5 M /\/—\_/ 20

5 Mn N m 5

-60mV 10 20 30 05 60 70 80 90 100

Nb ofsplkes
N
o
S9PA) %

1703 Cycle phases (%)

Figure 7 : Deux populations de motoneurones thoraciques sont révélees lors d’épisodes de locomotion
fictive.

(A) Enregistrement intracellulaire d'un motoneurone thoracique T9 qui exprime une activité coordonnée
avec l'activité locomotrice induite par la perfusion de NMA/5HT. L'histogramme a droite représente le
nombre de potentiels d’actions émis au cours du cycle locomoteur (normalisé et moyenné a partir des
bouffées d’activité de la racine L2 gauche et arbitrairement divisé en 10, tracés du haut). La ligne noire
épaisse indique le pourcentage de cycles au cours de laquelle au moins un potentiel d'action a été émis
dans les différentes sous-phases du cycle locomoteur. Ce motoneurone émet des potentiels d'action en
majorité entre les bouffées du cycle locomoteur de la racine lombaire gauche L2. (B) Enregistrement
intracellulaire d'un motoneurone thoracique T5 non entrainé par la locomotion (panneau du milieu) dont
I'activité est sans rapport avec |'activité locomotrice lombaire, comme indiqué par la distribution uniforme
des potentiels d’actions observée au cours du cycle locomoteur (panneau de droite). r, a droite; |, a gauche;

T, thoracique, L, lombaire.



extracellulaires et intracellulaires (Fig. 8A, panneau du bas). Dans cette condition
expérimentale 12/25 motoneurones n'ont pas montré d’oscillations de leurs potentiels de
membrane dans cette condition (Fig. 8B). Ces deux patrons de décharge ne sont pas
dépendants des conditions expérimentales, en effet, aucuns des 20 motoneurones
enregistrés dans les deux conditions expérimentales n’ont montré de changements dans leur
patron d'activité, ce qui suggére que nous avons enregistré deux populations de
motoneurones thoraciques fonctionnellement différentes. Au total, sur les 59
motoneurones enregistrés dans une ou les deux conditions expérimentales, 38 (64%) étaient
des motoneurones thoraciques entrainés par la locomotion, qui ont exprimé des oscillations
du potentiel de membrane phasiques coordonnées au patron locomoteur, tandis que les 21
motoneurones restants n'ont pas exprimé d’activité coordonnée a l'activité locomotrice

lombaire (Fig. 8D).

Lors de I'activation des CPGs locomoteurs lombaires par une stimulation électrique
des racines dorsales sacrées, deux populations de motoneurones thoraciques (n= 8
motoneurones) ont également été observées (Fig. 9). 5 motoneurones ont montré une
activité caractérisée par une composante tonique lente d’'une valeur moyenne d’amplitude
de 2,5 + 0,92 mV, et d’'une composante en phase avec l'activité de locomotion fictive
enregistrée au niveau des racines ventrales lombaires, avec une amplitude moyenne des
oscillations du potentiel de membrane de 3,68 + 0,83mV (Fig. 9A). Les 3 autres
motoneurones ont présenté une dépolarisation lente moyenne de 2,04 + 1,18 mV, mais
n’ont réalisé aucune oscillation de leur potentiel de membrane au cours de la locomotion
induite par les stimulations électriques (Fig. 9B). Ainsi, il semblerait qu’il existe deux
populations de motoneurones thoraciques fonctionnellement différentes. Ces deux
populations ne sont pas dépendantes de la condition expérimentale.

De maniere intéressante, la proportion des motoneurones entrainés par la
locomotion n'est pas uniforme le long de la moelle thoracique car nous avons observé que
leur proportion diminue significativement dans le sens caudo-rostral (T8-T10: 81%, T6-T7:

64%, T3-T5: 50%, test de Chi2, p< 0,0001 ; Fig. 8D).

Pour déterminer si ces deux patrons de réponses sont dus a des différences dans les
propriétés membranaires de ces deux populations de motoneurones, nous avons testé la

résistance d’entrée membranaire, le patron de décharge, ainsi que I’AHP. Aucune différence
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Figure 8 : Llactivation pharmacologique des réseaux locomoteurs lombaires déclenche des
oscillations du potentiel de membrane dans certains motoneurones thoraciques.

(A) Les oscillations du potentiel de membrane enregistrées dans un motoneurone T6 entrainé par la
locomotion, sont coordonnées a l'activité locomotrice lombaire lors de I'application de NMA/5-HT
uniquement au niveau des réseaux lombo-sacrée. La représentation du cycle locomoteur moyen
(panneau du bas) met en évidence la relation 1: 1 entre les oscillations du potentiel de membrane
enregistrées au niveau du motoneurone et de |'activité locomotrice lombaire. (B) La méme démarche
expérimentale appliquée sur un motoneurone non entrainé par la locomotion, enregistré au niveau du
segment thoracique T5 ne montrent aucune oscillation du potentiel pendant la locomotion. (C)
Pourcentage des motoneurones entrainés par la locomotion exprimant des oscillations du potentiels
de membrane et des potentiels d’actions en phase avec les bouffées d’activité locomotrice lombaire de
la racine L2 ipsi- (gris) et controlatéral (blanc). (D) Les pourcentages cumulatifs de motoneurones
entrainés par la locomotion (noir) et de motoneurones non entrainés par la locomotion en fonction des
segments thoraciques supérieur (T3-T5), intermédiaire (T6-T7) et inférieure (T8-T10). Les chiffres situés
dans les barres indiquent le nombre de motoneurones. r, a droite; |, a gauche; T, thoracique, L,
lombaire.



significative n’a été observée dans la résistance membranaire d‘entrée de ces deux
populations (46 + 5,6 MQ pour les motoneurones avec entrainement locomoteur; et
66 + 7,9 MQ pour motoneurones sans entrainement locomoteur, t-test ; p= 0,054). Dans un
second temps, afin de déterminer la relation fréquence instantanée-courant (f-1), nous avons
injecté une série de créneaux de courant dépolarisant dans des cellules maintenues a leur
potentiel de repos par l'injection d’un courant hyperpolarisant. Cette relation fréquence
instantanné-courant n’est pas significativement différente comme la révele la pente de la
courbe f-i (0,19 + 0,03 pour les motoneurones avec entrainement locomoteur vs 0,24 + 0,05
pour motoneurones sans entrainement locomoteur, t-test; p= 0,409). Enfin, nous savons
que I'AHP (afterhyperpolarisation) joue un role fondamental dans le contréle de la
fréquence de décharge et dans le controle du patron de I'activité des motoneurones. Nous
avons mesuré |'amplitude de I’AHP dans ces deux populations et aucune différence
significative n’a été observée (- 3.85mV = 0.77mV pour les motoneurones avec entrainement
locomoteur et -4.8mV £ 1,39mV pour motoneurones sans entrainement locomoteur, p=
0,495). Ces résultats suggerent que la différence de patron d’activité de ces deux
populations de motoneurones au cours de la locomotion, ne dépend pas des propriétés

membranaires des motoneurones, mais des entrées synaptiques arrivant sur ces derniers.
E) Contréle synaptique des motoneurones thoraciques

Nous avons réalisé des expériences pour déterminer la nature de la connexion
synaptique qui entraine les oscillations phasiques du potentiel de membrane dans les
motoneurones thoraciques entrainés par la locomotion (n=6 de 6 préparations différentes).
Pour cela, nous avons utilisé des préparations qui ont été partitionnées avec un mur de
Vaseline situé au niveau T12 / T13, permettant l'application au niveau thoracique
d’antagonistes a différents récepteurs pendant des épisodes de locomotion induits par
I'application de NMA/5HT sur les segments lombo-sacrés (Fig. 10). La figure 10.A1 présente
un enregistrement d’un motoneurone T7 au cours d'un épisode locomoteur entier. A cette
échelle de temps lente on observe une dépolarisation lente du potentiel de membrane
d’une amplitude de 6 mV. Un agrandissement de la séquence (Fig. 10B1) révele des
oscillations du potentiel de membrane corrélées a la locomotion (5,9 + 0,23mV, n = 30
cycles) sur la dépolarisation lente. Suite a l'application de DNQX (5 uM), un antagoniste aux

récepteurs AMPA et kainate, dans le compartiment thoracique, a la fois la dépolarisation
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Figure 9 : L'activation électrique des réseaux locomoteurs lombaires déclenche des oscillations du
potentiel de membrane dans certains motoneurones lombaires.

(A) Des oscillations du potentiels de membranes sont enregistrées au niveau d’'un motoneurone
thoracique T7 lors d’un épisode de locomotion fictive déclenché par un stimulation d'une racine dorsale
sacrée. (B) Aucune variation du potentiel de membrane coordonnée a I'activité locomotrice est observée
dans ce motoneurone thoracique T8 lors d’un épisode de locomotion fictive entrainé par stimulation
d’une racine dorsale sacrée.



lente et I'amplitude des oscillations ont diminué de 13% (5,2 mV) et 59,4% (2,4 + 0,08mV, n
= 29 cycles), respectivement (Fig. 10A2-B2). L'ajout de I'antagoniste du récepteur NMDA,
(AP5; 5 uM) a la solution saline contenant le DNQX, diminue encore I'amplitude de la
dépolarisation lente (1,9 mV, ~ 68% de diminution par rapport a la dépolarisation de
contrble) et des oscillations phasiques (1,8 = 0,07 mV, 69,5 % de baisse par rapport a

I'amplitude controle, n = 30 cycles, Fig. 10A3-B3).

Nous avons également constaté que l'inhibition glycinergique participe a la
commande synaptique arrivant sur les motoneurones thoraciques. Dans I'exemple présenté
dans la Figure 10.C1, toutes les oscillations phasiques du potentiel de membrane ont été
complétement abolies lorsque de la strychnine (2 uM) a été ajouté au DNQX (5 uM) et a
I’AP5 (5 uM) sur les segments thoraciques (Fig. 10C2). L'ensemble de ces expériences
indique que la commande synaptique qui contrdle l'activité phasique des motoneurones
corrélés a la locomotion au niveau thoracique, est médiée par I'activation des récepteurs des

acides aminés excitateurs et des récepteurs glycinergiques.

F) Commande monosynaptique des motoneurones thoraciques par le réseau locomoteur

lombaire.

Enfin, nous avons testé si la commande synaptique arrivant sur les motoneurones
thoraciques entrainés par la locomotion provient directement du réseau locomoteur
lombaire. Nous avons utilisé une préparation de moelle épiniere partitionnée avec des murs
de Vaseline placés au niveau T12 / T13 pour déclencher une activité de locomotion fictive
dans les réseaux lombaires, et nous avons enregistré en intracellulaire des motoneurones
thoracique (n=5 de 5 préparations différentes). Les oscillations du potentiel de membrane
de I'un de ces motoneurones, enregistré au niveau du segment T5, sont présentées dans la
figure 11A. Dans cette condition contréle, I'amplitude moyenne de la commande synaptique
est de 4,95 £ 0,15 mV. Dans une deuxieme étape, nous avons remplacé localement la
solution ACSF normale par une solution de haut calcium /haut magnésium pour réduire la
transmission polysynaptique dans les segments thoraciques (Berry & Pentreath, 1976;
Cazalets et al., 1995; Jahr & Yoshioka, 2005). Comme le montre la figure 11B, |'absence de
relais thoraciques polysynaptiques ne bloque pas les oscillations du potentiel de membrane

sur ce motoneurone thoracique, bien que I'amplitude de la commande synaptique soit
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Figure 10 : Commande synaptique locomotrice biphasique arrivant sur les motoneurones thoraciques
entrainés par la locomotion.

(A) Dépolarisation globale du potentiel de membrane d'un motoneurone T7 au cours d'un épisode de
locomotion fictive entier, provoquée par |'application de NMA (15 pM) et de 5HT (15 uM) au niveau des
segments lombo-sacrée, en condition contréle (A1), et au cours de I'application de DNQX seul (5 uM), (A2) ou
conbiné avec de I'AP5 (5 uM, A3) appliquée au niveau des segments thoracique. Noter la diminution de
I'amplitude de la dépolarisation lente en présence de DNQX et DNQX/APS5. (B) Des épisodes de locomotion
extrait des séquences présentées en A montrent les oscillations du potentiel de membrane en phase avec le
patron locomoteur enregistré au niveau des racines ventrales L2 (enregistrements du haut). Les panneaux du
bas illustrent le cycle moyen (répété 4 fois) obtenus en utilisant les bouffées d’activité de la racine L2 gauche
comme référence, et montrent la diminution de lI'amplitude de la commande synaptique locomotrice en
présence de DNQX et de DNQX/AP5 au niveau thoracique. (C) Enregistrements bruts (panneaux supérieurs)
et représentation du cycle moyen (répété 4 fois, panneaux du bas) obtenu a partir d'un motoneurone T10 lors
de l'activation pharmacologique des réseaux locomoteurs lombaires avant (C1) et apres l'application de
strychnine (2 uM), DNQX (5 uM) et AP5 (5 uM) sur les segments thoraciques. Apres le blocage des récepteurs
glutamatergiques et glycinergiques, plus aucune oscillations du potentiel de membrane n’ont été observées.
r, a droite; |, a gauche; T, thoracique, L, lombaire.



réduite de 2,49 + 0,04 mV (Fig. 11C). En moyenne, |'amplitude de la commande synaptique
locomotrice est diminuée de 43,2 + 21,5% (n = 5 motoneurones) lors de la perfusion de la
solution de haut calcium /haut magnésium sur les segments thoraciques, par rapport a la
condition contrble. Cette observation indique qu'une partie de la commande synaptique
recue par les motoneurones locomoteurs thoraciques provient directement du réseau

locomoteur lombaire.
Discussion

L'un des principaux résultats de notre étude, résumée dans le schéma de la figure 12, est
que le réseau locomoteur lombaire participe a I'émergence d'activités locomotrices au
niveau thoracique. En utilisant des enregistrements intracellulaires de motoneurones
thoraciques, combinés a une manipulation pharmacologique de ces segments, nous avons
montré qu'une partie des motoneurones thoraciques présentent des oscillations de leur
potentiel de membrane coordonnées a I'activité locomotrice. Ces oscillations sont
biphasiques, avec une composante excitatrice glutamatergique et une phase d'inhibition
d'origine glycinergique. Nous avons montré pour la premiere fois que le réseau locomoteur
lombaire influe directement sur les motoneurones thoraciques et contribue a I'entrainement

de leurs oscillations du potentiel de membrane.
A) Organisation caudo-raustral des bouffées thoraciques axiales au cours de la locomotion.

Sur des préparations de moelles épiniéres isolées de rat nouveau-né, bien que les
réseaux spinaux cervicaux, lombaires et sacrées controlant respectivement les mouvements
des membres antérieurs, des membres postérieurs et de la queue, puissent étre activés
indépendamment (Cazalets et al., 1995; Lev-Tov et al., 2000; Ballion et al., 2001; Gabbay et
al., 2002), ils produisent une activité coordonnée lorsqu'ils sont stimulés simultanément
(Kremer & Lev-Tov, 1997; Cazalets et al., 2000; Cazalets & Bertrand, 2000; Gabbay et al.,
2002; Juvin & Morin, 2005; Juvin et al.,, 2012). Dans cette étude, nous nous sommes
intéressés aux réseaux thoraciques impliqués dans le contréle de la musculature axiale. En
réalisant des enregistrements simultanés en extracellulaire des racines ventrales a différents
niveaux de la moelle épiniére, nous avons confirmé que les segments thoraciques peuvent
étre activés pharmacologiquement et expriment une activité avec une relation de phase de

1: 1 avec l'activité lombaire de locomotion fictive (Falgairolle & Cazalets, 2007). En utilisant
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Figure 11 : Transmission de la commande synaptique du réseau locomoteur lombaire aux motoneurones
thoraciques.

(A) Oscillations du potentiel de membrane enregistrées a partir d'un motoneurone T8 pendant une activité
de locomotion fictive induite par perfusion de NMA/5HT sur la moelle épiniére lombaire. (B) Dans ce
méme motoneurone, ces oscillations persistent lorsque la transmission polysynaptique est bloquée par
perfusion d'une solution de haut calcium-haut magnésium (high cations) sur les segments thoraciques. (C)
Représentation des commandes synaptiques moyennes enregistrées en condition controle (tracé noir) et
en présence d’une solution de haut calcium-haut magnésium (tracé gris) dans le compartiment thoracique,
montrant la diminution de I'amplitude de la commande synaptique dans la derniére condition. r, a droite;
|, a gauche; T, thoracique, L, lombaire.



une analyse de transformées en ondelettes, un ensemble d'outils d'analyse mathématique
validé dans notre domaine (Fig. 1, (Torrence & Campo, 1998; Grinsted & Moore, 2004; Mor
& Lev-Tov, 2007; Hagglund et al., 2013; Talpalar et al., 2013), nous avons également
confirmé que les bouffées d’activité locomotrice thoraciques sont organisées en vagues
ascendantes d’activité le long de la moelle épiniére thoracique au cours de la locomotion
fictive. Cette organisation ascendante des bouffées axiales thoraciques qui correspondent a
la flexion de I'axe du corps au cours des cycles de locomotion in vivo chez les rats nouveau-
nés contraste avec la direction rostro-caudale de déplacement de l'onde lors de la
locomotion en avant lors de la nage chez les Vertébrés inférieurs (Wallén & Williams, 1984;
Tunstall & Roberts, 1991; Matsushima & Grillner, 1992; Masino & Fetcho, 2005; Gabriel et
al., 2008). Il apparait que la propagation de I'onde locomotrice le long du systéme axial est
un mécanisme de base chez les vertébrés qui a été adapté au cours de I'évolution afin de
soutenir le développement des modes de propulsion quadrupede et bipede (Delvolvé et al.,

1997).
B) Le réseau locomoteur lombaire contréle I'activité locomotrice thoracique

Les capacités rythmiques endogénes des réseaux thoraciques sont trés dépendantes
d'une contribution de la moelle épiniére lombaire. En effet, le cocktail de NMA/5HT ne
déclenche pas de bouffées d’activités thoraciques lorsqu’il est appliqué sur les réseaux
thoraciques uniquement. A I'inverse, une activité apparait lorsque ces segments ont été
physiquement ou pharmacologiquement isolés de la moelle lombaire (Fig.2, (Cowley &
Schmidt, 1997b; Kremer & Lev-Tov, 1997). Cela suggere que la région lombo-sacrée exerce

une influence inhibitrice tonique sur les réseaux rythmiques thoraciques.

L'expression de I'activité locomotrice thoracique, dans nos conditions
pharmacologiques, dépend donc de l'activation des réseaux lombaire locomoteurs, et
implique des voies propriospinales ascendantes (Reed et al., 2006; 2009; Reed & Magnuson,
2013; Brockett et al., 2013). En accord avec les observations antérieures faites chez la
lamproie (Hagevik & McClellan, 1999; Miller & Sigvardt, 2000), de longues voies ascendantes
sont suffisantes pour maintenir une coordination 1:1 entre [l'activité locomotrice des
segments de la moelle thoracique rostrale et lombaire, quand la transmission synaptique a

été bloquée dans les segments intermédiaires (Fig. 4). De plus, des informations relayées au
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Figure 12 : Schéma résumant les relations entre le réseau locomoteur lombaire et les réseaux
thoraciques.

Résumé des résultats obtenus dans la cette étude montrant une partie des mécanismes impliqués dans le
controle des réseaux thoraciques par le réseau locomoteur lombaire. Le réseau locomoteur lombaire
entraine |'activité thoracique tout en agissant a la fois au niveau premotoneuronal (bleu clair) et au niveau
des motoneurones par des voies propriospinales courtes et longues. La fleche descendante indique que les
réseaux thoraciques peuvent moduler la période de I'activité motrice générée par le réseau lombaire.



niveau segmentaires contribuent a définir I'organisation temporelle des sorties motrices
thoraciques, tout comme cela a été observé chez la lamproie (Hagevik & McClellan, 1999;
Miller & Sigvardt, 2000; Cazalets, 2005; Falgairolle & Cazalets, 2007). Cette observation n'est
pas surprenante, étant donné l'importance de ces deux composantes dans la coordination
des réseaux locomoteurs cervicaux et lombaires (Juvin & Morin, 2005; Juvin et al., 2012) et
pour la transmission descendante des informations supraspinales locomotrices (Courtine et

al., 2008; Cowley et al., 2008; Zaporozhets et al., 2011).

Nous avons également remarqué que la période locomotrice est diminuée lorsque
seule la région lombo-sacrée est activée, par rapport a celle obtenue au cours de la co-
activation des réseaux thoraciques et lombo-sacré (Fig. 2). Ainsi 'activité des réseaux
thoracique déclenchée par I'application de NMA/5HT peut également moduler le réseau
locomoteur lombaire. L'ensemble de nos données rappellent le caractere asymétrique de la
relation entre le réseau locomoteur lombaire et les réseaux cervicaux, thoraciques et
sacrées : il a été montré que le plus rapide impose son propre rythme et / ou contribue a
définir I’organisation temporelle du patron d’activité des autres régions (Kremer & Lev-Tov,
1997; Cazalets et al., 2000; Cazalets & Bertrand, 2000; Gabbay et al., 2002; Juvin & Morin,
2005).

C) Le controle locomoteur des motoneurones thoraciques.

L'enregistrement intracellulaire des motoneurones thoraciques révele deux
populations différentes (Fig. 7, 8 et 9). La premiére regroupe une population de
motoneurones phasiques entrainés par la locomotion, et qui expriment des oscillations de
leur potentiel de membrane lors de la locomotion fictive. Il est probable que ces
motoneurones soient des motoneurones innervant les muscles du dos qui sont
rythmiquement actifs lors de la locomotion (Carlson et al., 1979; Thorstensson et al., 1982;
Smith & Hollyday, 1983; Zomlefer et al., 1984b; Carlson & Thorstensson, 1988; Delvolvé et
al., 1997; Gramsbergen et al., 1999; de Seze et al., 2008; Hu et al., 2012). En revanche, les
motoneurones non-entrainés par la locomotion (deuxieme population) n'expriment pas
d’oscillations de leur potentiel de membrane liées a la locomotion. Il ne faut pas oublier que
nos enregistrements ont été réalisés sur des préparations de moelles épiniéres ou les
segments cervicaux ont été enlevés. Or nous avons vu dans cette étude que la proportion de

neurone entrainé par la locomotion diminue caudorostralement le long de la moelle
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épiniere (Fig. 8), ce qui souléve la possibilité qu’une partie d'entre eux, en particulier dans
les segments rostraux, pourrait étre recrutée lorsque le réseau locomoteur cervical est actif
(Ballion et al., 2001). De plus, le recrutement des motoneurones thoraciques par les réseaux
lombaires peut ne pas étre uniforme le long de la moelle épiniére. Par exemple, le
recrutement des motoneurones axiaux au cours de la nage chez la larve de poisson zébre ou
de Xénope résulte d’une combinaison de leurs propriétés rythmiques endogenes et de la
force la commande synaptique qu'ils recoivent (Tunstall & Roberts, 1994; Menelaou &
McLean, 2012).

La commande locomotrice enregistrée dans les motoneurones thoraciques est
biphasique, avec une composante excitatrice et une composante inhibitrice (Fig. 10) comme
cela est également observé dans les motoneurones lombaires (Cazalets et al., 1996). Nous
avons montré que le réseau locomoteur lombaire prend part directement a I'entrainement
oscillatoire des motoneurones thoraciques (Fig. 8 et 11). La réduction de I'amplitude des
oscillations du potentiel membranaire observée lorsque la transmission polysynaptique est
bloquée dans la moelle épiniére thoracique, indique que les réseaux thoraciques contribuent
a renforcer la force de la commande synaptique. Cette étude est la premiére ayant permis
de mettre en évidence que le réseau locomoteur lombaire contribue a organiser le patron
d’activité des sorties motrices générées dans les segments distants, via un acces a la fois au

niveau pré-motoneuronale et au niveau des motoneurones

Bien que le tronc joue un rdle central dans la posture et la locomotion (Carlson &
Thorstensson, 1988; de Seze et al., 2008; Schmidt & Fischer, 2010), les réseaux thoraciques
contrélant les muscles du dos sont restés jusqu'a présent tres peu étudiés chez les
mammiféres. Dans ce contexte, nous avons franchi une étape supplémentaire dans la
compréhension du couplage fonctionnel entre le réseau locomoteur lombaire et les réseaux
axiaux thoraciques. Nous avons montré que le réseau locomoteur lombaire joue un réle
central dans la génération des sorties motrices thoraciques, agissant a la fois au niveau pré-
motoneuronal et au niveau des motoneurones. Ce travail fait partie d'une approche globale
du fonctionnement des réseaux de la moelle épiniere (Juvin & Morin, 2005; Falgairolle et al.,
2006; Falgairolle & Cazalets, 2007; Juvin et al., 2012), qui sera probablement utile pour
concevoir des stratégies thérapeutiques innovantes suites a des lésions de la moelle épiniéere

(Bjerkefors et al., 2009).
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Chapitre 2

Modulation monoaminergique de I'activité des réseaux spinaux
posturo-locomoteurs.

Introduction

La réalisation d’'un mouvement locomoteur efficace nécessite une action synergique
de plusieurs groupes musculaires, en vue d'assurer le positionnement approprié de
I'ensemble des régions du corps au cours du mouvement (Cazalets & Bertrand, 2000;
Falgairolle et al., 2006). Cependant, la plupart des études consacrées a la compréhension du
contréle locomoteur chez I'homme et les quadrupedes (Rossignol, 1996; Duysens & Van de
Crommert, 1998) ont seulement abordé le fonctionnement des circuits neuronaux lombaires
contrélant les mouvements des membres postérieurs. Relativement peu d’études ont
abordé le fonctionnement des réseaux neuronaux thoraciques et sacrés qui contrdlent la
musculature axiale, en coordination avec les mouvements des membres (Thorstensson et
al., 1982; Zomlefer et al., 1984b; Koehler et al., 1984; Gramsbergen et al., 1999; de Seze et
al., 2008; Rauscent et al., 2009; Combes et al., 2012). Or tous ces réseaux locomoteurs ne
fonctionnent pas de maniére isolée, mais interagissent les uns avec les autres. Ce n'est que
récemment qu’une attention croissante a été accordée a l'interaction entre les divers
segments de la moelle épiniére chez les mammiféeres quadrupédes et les humains au cours
de la locomotion (Cazalets & Bertrand, 2000; Wannier et al., 2001; Dietz & Michel, 2002;
Falgairolle et al., 2006; MacLellan et al., 2011; Falgairolle et al., 2013; Nakajima et al., 2013).

Plusieurs revues (Harris-Warrick, 2011; Miles & Sillar, 2011) ont récemment abordé le
réle des neuromodulateurs dans le controle de I'activité des circuits neuronaux de la moelle
épiniere. En utilisant une préparation de moelle épiniére isolée in vitro de rat nouveau-né,
I'effet neuromodulateur des trois amines biogénes : la sérotonine, la dopamine et de la
noradrénaline sur I'activité locomotrice lombaire a été largement étudiée (Cazalets et al.,
1992; Kiehn & Kjaerulff, 1996; Kiehn et al., 1999; Sqgalli-Houssaini & Cazalets, 2000b; Barriere
et al., 2004; Madriaga et al., 2004; Pearlstein et al., 2005; Gordon & Whelan, 2006; Liu et al.,
2009). Il a été montré que ces amines peuvent moduler le patron locomoteur de maniéres

différentes en fonction du sous-type de récepteurs activés. La plupart des effets induits par
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ces amines sur des préparations de moelle épiniére isolée in vitro ont également été
retrouvés chez les rongeurs adultes spinalisés (Landry et al., 2006; Lapointe et al., 2008;
Lapointe & Guertin, 2008; Lapointe et al., 2009). De maniére surprenante, malgré le nombre
d’études qui ont examiné I'action de chaque amine seule ou appliquée en combinaison avec
des acides aminés excitateurs sur des préparations de moelles isolées in vitro, trés peu
d’études ont directement comparé l'action de ces trois amines sur le patron locomoteur

lombaire et axiale.

Le but de noétre étude est (1) d’identifier le mélange neuromodulateur permettant
I'activation optimale des réseaux spinaux impliqués dans le contrdle des membres
postérieurs et de la musculature axiale; (2) d’étudier comment ces amines biogenes: la
sérotonine (5HT), la dopamine (DA) et de la noradrénaline (NA) modulent les interactions
entre les réseaux lombaires, thoraciques et sacrés au cours d’une activité de locomotion

fictive initiée par I'activation des récepteurs glutamatergiques.

Matériels et Méthodes.

Ces expériences ont été réalisées sur des préparations de moelles épiniéeres isolées in
vitro, sectionnées en T2 des le début de I'expérience, afin de supprimer toute influence en
provenance des réseaux moteurs cervicaux qui controlent les membres antérieurs (Ballion et
al., 2001). U'activité de locomotion fictive est déclenchée par la perfusion d’'un mélange de
NMA a 15uM et de une ou plusieurs amines. L’activité de locomotion fictive est enregistrée

au niveau des segments thoraciques (T6 et T11), lombaires (L2 et L5), et sacrés (S1 et S3).

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a plusieurs parametres moteurs a
savoir la période du cycle locomoteur (c’est-a-dire le temps séparant le début de deux
bouffées d'activité successives), I'amplitude des bouffées, et le coefficient de variation qui
est un indicateur de la stabilité du rythme de la période, et qui est obtenue en divisant Ia
valeur de la déviation standard de la période par la moyenne de la période d’'une méme
expérience. Cette valeur est exprimée en pourcentage. Ces parameétres sont analysés grace a
un logiciel de Wavelets et un logiciel développé sous Matlab (pour plus de précisions, voir le

chapitre Matériels et Méthodes).
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Les relations de phases ont été calculées et représentées sur des diagrammes
circulaires ou chaque point correspond a la valeur moyenne de phase obtenue dans une
expérience. La direction du vecteur indique la moyenne des relations de phases de

I’ensemble des expériences et sa longueur montre la variabilité interindividuelle.

Résultats

A) Modulation du rythme lombaire par les amines

Dans un premier temps, nous avons cherché a déterminer la facon dont les trois
monoamines : la sérotonine, la noradrénaline et la dopamine modulent la locomotion fictive
induite par application d’acides aminés excitateurs (AAE) sur la préparation. Pour cela, nous
avons enregistré I'activité motrice au niveau des racines ventrales lombaires L2 et L5
ipsilatérales et contralatérales qui innervent respectivement les muscles fléchisseurs et
extenseurs. Une activité locomotrice fictive a été induite par 'application conjointe dans le
bain de perfusion de NMA a 15uM (un agoniste glutamatergique) et d’'une amine testée a
plusieurs concentrations. Une activité motrice rythmique générée par la moelle épiniére est
considérée comme de la "locomotion fictive" quand une alternance entre les bouffées
motrices fléchisseurs et extenseurs est enregistrée en extracellulaire au niveau des racines
ventrales L2 et L5 (Cazalets et al., 1992; Kjaerulff & Kiehn, 1996), et lorsque la durée de cycle
moteur se situe dans une gamme similaire a celle observée chez I'animal intact au méme age
(1s; (Cazalets et al., 1990; Jamon & Clarac, 1998). Dans nos expériences nous avons observé
que le patron moteur enregistré au niveau lombaire présente une alternance bilatérale ainsi
qu’une alternance flexion-extension, comparable au patron locomoteur observé in vivo

(Fig. 1A1-A3), quelle que soit I'amine, a toutes les concentrations testées.

Plusieurs paramétres caractéristiques de l'activité locomotrice ont été ensuite
calculés, a savoir la période du cycle locomoteur (c’est-a-dire le temps séparant le début de
deux bouffées d'activité successives, Fig. 1B), le coefficient de variation de la période qui est
un indice de la régularité temporelle du patron moteur (Fig. 1C) et I'amplitude des bouffées
(Fig. 1D). Une diminution significative dose-dépendante de la période du cycle locomoteur
est observée lors de I'application de la dopamine a concentration croissante, comme obtenu
dans des études précédentes (Sqalli-Houssaini & Cazalets, 2000b; Barriere et al., 2004)

(ANOVA, p = 0,0016). Aucune variation significative de la période n’est observée lors de
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I'application de la noradrénaline (ANOVA, p = 0,5) et de la sérotonine (test t de Student, p =

0,14), dans les gammes de concentrations testées.

Afin de mettre en évidence des différences possibles entre d'autres paramétres tels
que le coefficient de variation, la relation de phase ou I'amplitude des bouffées d’activité,
nous avons voulu déclencher une locomotion fictive ayant une période de cycle locomoteur
comparables entre les trois amines. Pour cela, nous avons choisi une concentration
intermédiaire dans la gamme de concentration testée: 50 uM de dopamine et de
noradrénaline et 15uM de 5HT. Ces concentrations seront par la suite utilisées tout au long
de I'étude. Pour comparer la stabilité du rythme en présence des trois amines nous avons
calculé le coefficient de variations qui représente la déviation standard de la période divisée
par la moyenne de la période pour une expérience (Fig. 1C). Cette variabilité est comparable
lors de I'application de NMA/5HT et de NMA/DA (9,3 + 1,3% et 11 + 2%, respectivement),
tandis qu'elle est significativement plus élevée lors de I'application de NMA/NA (20,7 + 2,8%,
ANOVA, p = 0,0002). Cela montre que le rythme locomoteur induit par la noradrénaline est
moins stable que le rythme locomoteur entrainé par la 5HT ou la dopamine. Pour chaque

amine, il n'y a aucun effet dose-dépendant dans la variabilité de la période.

La figure 1D montre les changements relatifs d’amplitude des bouffées motrices
lombaires L2 et L5, induits par ces trois amines. Pour chaque essai, I'amplitude moyenne de
I'activité dans chaque racine ventrale lombaire lors de I'application de NMA/5HT est
considérée comme la condition controle, et les mesures dans les autres conditions
pharmacologiques ont été normalisées par rapport a cette valeur. L'amplitude des bouffées
motrices lombaires de flexion (L2) et d’extension (L5) est augmentée lors de la perfusion de
dopamine et de noradrénaline.

Ces résultats indiquent que chaque amine est capable d’exercer une action
spécifique sur l'activité du réseau moteur lombaire, en influencant différents parametres

moteurs (période, stabilité du rythme et amplitude des bouffées).
B) Effets des amines sur les réseaux axiaux.

Dans un second temps, nous avons voulu étudier la modulation par ces trois amines
des réseaux moteurs axiaux thoraciques et sacrés au cours la locomotion. La figure 2A

présente des enregistrements simultanés des racines ventrales ipsilatérales thoraciques (T6
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Figure 1 : Comparaison de l'activation du réseau locomoteur lombaire in vitro par les amines 5HT, ou DA
ou NA.

(A) Chaque amine a été ajouté a la solution saline contenant le NMA (15 uM), un acide aminé excitateur
agoniste du récepteur NMDA. L'activité est enregistrée en extracellulaire au niveau des racines ventrales
lombaires L2 bilatérales (IL2, rL2) et de la racine L5 gauche (IL5) sur une préparation de moelle épiniére
isolée. (B) Valeurs moyennes de la période locomotrice obtenues pour différentes concentrations d'amines.
Un effet dose-dépendant est observable uniquement pour la dopamine. (C) Coefficients de variations (COV)
de la période des cycles locomoteurs pour chaque amine (NMA 15 uM, 5HT 15 uM, 50 uM DA, NA 50 uM),
montre que la noradrénaline NA déclenche une activité motrice plus instable. (D) Amplitudes relatives
moyennes normalisées par rapport a l'amplitude observée en condition NMA-5HT (barre verte). La
dopamine et la noradrénaline augmentent I'amplitude des bouffées d’activité motrice au niveau des racines
lombaires ventrales. Dans cette figure et dans les figures suivantes, le nombre indiqué sur chaque barre de
I’histogramme indique le nombre d'expériences. * p <0,05.



et T11), lombaire (L2) et sacrées (S1, S3), obtenus a partir de la méme expérience lors de la
perfusion de NMA associé successivement a la 5HT (Fig. 2A1), a la dopamine (Fig. 2A2) et a la
noradrénaline (Fig. 2A3) aux mémes concentrations que dans la figure 1. Chaque amine
induit des bouffées d’activité motrices coordonnées au niveau de tous les segments de la
moelle épiniere, mais avec des différences qualitatives. Une premiére observation nous
permet de constater que I'amplitude de la bouffée motrice sacrée en présence de dopamine
et surtout de noradrénaline est fortement augmentée. Dans la région thoracique, les
bouffées motrices sont plus faciles a distinguer, en présence de 5HT qu’en présence de
dopamine ou de noradrénaline. La figure 2B indique la proportion d'expériences dans
lesquelles des bouffées d’activité motrices ont été enregistrées dans les segments
thoraciques et sacrés, quand une activité motrice soutenue est induite au niveau lombaire
(similaire a celle observée dans la figurel). A cet égard, la SHT et la noradrénaline ont été
sensiblement plus efficaces que la dopamine pour déclencher un rythme stable au niveau
thoracique et sacré. Le calcul relatif d'amplitude en prenant pour chaque racine la condition
NMA/5HT comme référence, indique que I'amplitude des bouffées d’activité motrice dans
les segments thoraciques est significativement diminuée lors de I'application de dopamine
(Fig. 2C; t-test de Student pairé , p = 0,0002), tandis que I'amplitude la bouffée d’activité
motrice au niveau sacré est significativement augmentée par la dopamine (figure 2C; t-test

de Student pairé, p = 0,03) et la noradrénaline (Fig. 2C; t-test de Student pairé, p = 0,006).

ériode (5 '.rarialn I:filité de | Amplitudel relative | Présml'ice de buuﬁ‘.ées mmricies
la période (%) |thoracique | lombaire sacré  |thoracique| lombaire | sacré

MMASSHT 3,620,1 9,30+1,34 1 1 1 L 100 ¥a
NMA/DAS0uM | 3,5+0,24 | 11,04+1,17 |0,66+0,06 | 1,40+0,18 | 1,54+0,21 89 100 79
MMAMNA SOuM | 3,820,186 20684276 | 1,18£0,29 | 1,224017 | 2,68£045 90 100 100
MMASSHT/DA 4,4+0,32 10,38+£1,79 | 0,56+£010 | 0,97+0,06 | 2,35%0,57 85 100 78
MMASSHT/NA 3,8+0,36 13,031,000 | 1,04£017 | 1,2420,09 | 2.81+0,37 81 100 &3
MMASSHT/DASMNA | 5,6+0,42 12,65+3,40 | 1,0620,17 | 1,0920,09 | 3,35+0,57 67 100 92

Table 1 : Récapitulatif des effets des monoamines 5HT, DA et NA sur les différents paramétres du

rythme locomoteur.
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Figure 2 : Comparaison de l'activation du réseau locomoteur axial in vitro par les amines 5HT, ou DA ou
NA.

(A) Chagque amine a été ajoutée a la solution saline contenant 15 uM de NMA. L'activité a été enregistrée
au niveau de la sixieme et de la onziéme racines ventrales thoraciques gauches (IT6, IT11), de la seconde
racine ventrale lombaire gauche (IL2), et au niveau de la premiére et de la troisieme racines ventrales
sacrées gauches (IS1, IS3). (B) L'histogramme indique le pourcentage d'expériences dans lesquelles
I'activité motrice rythmique a été observée a un niveau segmentaire donné. Dans ces expériences,
I'activité locomotrice lombaire était toujours exprimée. (C) Amplitude moyenne relative normalisée par
rapport a 'amplitude observée en condition NMA / 5HT (barre verte). Notez la sensibilité élevée des



C) Modulation de I’organisation temporelle de I'activité motrice

La combinaison de NMA avec les différentes amines déclenche une activité
locomotrice rythmique coordonnée au niveau des différentes régions de la moelle épiniere.
Nous avons examiné si, en plus de leurs effets sur la période locomotrice et sur I'amplitude
des bouffées, ces amines pouvaient faconner la locomotion fictive en modulant les relations
de phases entre les différents segments spinaux. Les relations de phase ont été calculées en
prenant comme trace de référence |'enregistrement de la racine ventrale ipsilatérale L2. La
figure 3A présente la moyenne des cycles locomoteurs pour chaque racine, répliquée trois
fois pour révéler la nature rythmique de I'activité, en présence de chacune des trois amines.
Aucune des amines n’entraine une relation de phase significativement différente dans la
région lombaire entre I'alternance bilatérale et I'alternance flexion-extension, ni dans la
durée des bouffées comme l'indique la superposition exacte de la moyenne des traces L2 et
L5 enregistrées pendant I'application de NMA combinés avec les trois amines (valeurs
moyennes de vecteurs de L2 de 0,43 en NMA/5HT ; 0,51 en NMA/DA ; 0,48 en NMA/DA ; et
de L5 de 0,49 en NMA/5HT ; 0,44 en NMA/DA ; et 0,49 en NMA/NA).

En revanche, chaque amine établit une relation de phase distincte entre les segments
thoraciques, sacrée et lombaires. La figure 3B illustre les relations de phase entre chaque
racine enregistrée par rapport a la racine L2 de référence. Dans un premier temps, nous
avons mis en évidence qu’il n’y avait pas d’effet dose-dépendant de la concentration pour
les trois amines sur les relations de phase et ce quel que soit le segment enregistré (multi-
échantillon Watson Williams-Test, p> 0,1). Les données ont donc été regroupées dans des
diagrammes circulaires. Chaque point dans le diagramme circulaire représente la valeur de
phase moyenne obtenue dans une expérience, avec la direction du vecteur représentant la
valeur de phase moyenne et la longueur représentant la force du couplage. En présence de
5HT on observe un retard de phase entre les segments thoraciques et lombaires, qui
augmente de maniére significative avec la distance (valeur moyenne du vecteur de 0,19 en
T6 et 0,08 en T11 ; Mardia’s two sample, p< 0,05 ; (Falgairolle & Cazalets, 2007), tandis que
des bouffées d’activité presque synchrones sont enregistrées en présence de dopamine dans
les segments thoraciques (valeur moyenne du vecteur de 0,93 en T6 et 0,88 en T11; Mardia’s
two sample, p> 0,2, Fig. 3) et en présence de noradrénaline (valeur moyenne du vecteur de

0,94 en T6 et 0,89 en T11; Mardia’s two sample, p> 0,2, Fig. 3). Au niveau des segments
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sacrés, un décalage de phase significatif par rapport a L2 apparait, a la fois en présence de
5HT (valeur moyenne du vecteur de 0,61 en S1 et 0,52 en S3; Mardia’s two sample, p <0,02,
Fig. 3), et de dopamine (valeur moyenne du vecteur de 0,91 en S1, et 0,61 en S3; Mardia’s
two sample, p <0,005, Fig. 3). En revanche, la noradrénaline déclenche une activité
locomotrice présentant des relations de phases synchrones au niveau sacré (valeur moyenne
du vecteur de 0,97 en S1 et de 0,93 en S3; Mardia’s two sample, p> 0,05, Fig. 3). Nous avons
observé qu’en présence de 5HT et de dopamine, la variabilité entre expériences des valeurs
de relations de phase de la région sacrée est plus importante que celle des régions lombaires
ou thoraciques. Ces résultats démontrent que chaque amine posséde une «signature»
spécifique au regard de ces effets modulateurs sur I'organisation temporelle du patron

moteur entre les différents segments spinaux.
D) Effets de combinaisons multiples d’amines sur le rythme locomoteur.

Enfin, nous avons étudié différentes combinaisons de neuromodulateurs en ajoutant
au NMA deux ou méme trois amines (Fig. 4). Dans la figure 4A, nous pouvons observer
I'activité motrice déclenchée par I'application de NMA/5HT/DA (Fig 4A1), NMA/5HT/NA (Fig
4A2) et NMA/5HT/DA/NA (Fig 4A3) sur la méme préparation. Ces cocktails
neuromodulateurs déclenchent une activité de locomotion fictive rythmique sur I'ensemble
des segments qui, a premiere vue, ne difféere pas sensiblement de la locomotion fictive
induite par I'ajout d’une seule amine. Cependant, les bouffées d’activités rythmiques sont
moins fréquemment observées au niveau des segments thoraciques dans la condition
NMA/5HT/DA/NA (seules 67% des expériences expriment un rythme en thoracique, Table 1).
En outre, la combinaison de NMA/5HT/DA et de NMA/5HT/DA/NA déclenche un rythme
locomoteur avec des périodes de cycle beaucoup plus longues (figure 4B; test de Student
non pairé; 5SHT/DA, p = 0,0057; 5HT/DA/NA, p = 0,0001) et une augmentation de I'amplitude
des bouffées dans les segments les plus caudaux (L5 et sacrés) (Fig. 4C; test de Student
pairé; 5SHT/NA en L2, p = 0,04; 5HT/NA en L5, p = 0,04; 5HT/NA en S1, p = 0,002; 5HT/NA/DA
en S1, p = 0,017). La stabilité du rythme, indiquée par le coefficient de variation, est dans la
méme gamme de valeurs que lorsque la locomotion est induite par application de NMA/5HT
ou NMA/DA (voir Fig. 1C) c’est-a-dire 10,4 + 1,2% pour NMA/5HT/DA, 13 + 2% pour
NMA/5HT/NA et 12,6 + 3,4% pour NMA/5HT/DA/NA.
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Figure 3 : Controle des relations de phase par la 5HT, DA, ou NA.

(A) Cycles locomoteurs moyennés et répétés, obtenues au cours de I'activité locomotrice induite
par une combinaison de NMA (15 uM) et I'une des trois amines (5HT 15 uM, DA 50 uM; NA 50 uM).
Lamplitude des bouffées a été normalisée. Noter le décalage des relations de phases se produisant
dans les segments thoraciques et sacrés par rapport a la racine de référence L2. (B) Diagrammes
circulaires montrant les valeurs de phase moyennes de l'activité motrices dans les six racines
ventrales enregistrées par rapport a la racine ventrale L2, en présence de chacune des trois amines.
Chaque point est une valeur de phase mesurée dans une expérience. La direction du vecteur
représente la valeur moyenne de phase de I'ensemble des expériences, et sa longueur indique la
force de couplage. Les données ont été regroupées a partir de toutes les concentrations testées.

i : ipsilatérale; c : controlatéral. * p <0,05



L'analyse des relations de phase (Fig. 5A), révéle que la relation de phase entre les
racines fléchisseurs / extenseurs reste extrémement stable dans toutes les conditions (Table
2). En revanche, et en particulier pour les segments sacrés, les relations de phase deviennent
généralement plus variables avec une tres petite longueur de vecteur (0,18 en S1 et 0,27 en
S3 en condition NMA/5HT/DA et 0,16 en S1 et 0,21 en S3 en condition NMA/5HT/DA/NA).
Cependant de manieére intéressante, dans le segment thoracique (T6), les relations de phase
observées en présence de I'ensemble des amines ou de 5HT/DA ou 5HT/NA sont trés
proches de celles observées en présence de 5HT seule (environ 0,19; voir la Table 2). Ainsi,
lors de I'application simultanée des amines, la 5HT régulerait les relations de phase en
thoracique, ce qui suggére que chaque amine jouerait un role spécifique dans le contréle du

patron moteur.

i | TN cl2 iL5 is1 i53
¢ R|® R|® R|® R|® R”R|e =

MMASSHT 019 086|008 OBB 043 0593 (049 091 | 051 041|053 092

NMA/DASOuM | 096 040|085 054 (051 054 | 044 080 091 067|067 049

NMA/NASOUM | 094 085|090 079 |048 O0BB | 049 0OB7 | 097 086|093 089

MMASSHT/ DA, 0% 08901072 063 |048 071 | D49 061 | 041 008|030 027

MMA/SHT/NA | 016 074|016 019|050 092|046 089|086 066|064 084

NMA/SHT/DA/NA | 012 042 | 000 056 |050 057 (045 095|019 016|040 021

Table 2 : Relations de phases et vecteurs moyens (r) des bouffées d’activité des 6 racines ventrales
par rapport a la racine de référence L2, pour les différentes combinaisons de NMA et de
monoamines.

Discussion

A) Effet des amines sur le rythme moteur et sa stabilité

L'élaboration de stratégies thérapeutiques basées sur l'activation pharmacologique
du CPG est un domaine d’étude important pour la récupération fonctionnelle suite a une
Iésion de la moelle épiniere (Guertin, 2009). Ainsi, il est important d’identifier des molécules
candidates qui pourraient devenir des traitements sur des patients présentant des Iésions de

la moelle épiniére ou sur des modéles animaux. A ce jour de nombreuses études
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Figure 4 : Comparaison de I'activation du réseau locomoteur in vitro par diverses combinaisons de NMA et
5HT / DA / NA.

(A) Enregistrements simultanés de sept racines ventrales, en présence de diverses combinaisons entre les
quatre amines. (B) Période moyenne des cycles locomoteurs lors de la perfusion de NMA (15 uM) et de 5HT (15
UM) associées a la DA (50 uM) et/ou la NA (50 uM). (C) Amplitudes relatives moyennes normalisées par
rapport a I'amplitude des bouffées enregistrées en condition NMA/ 5HT NMA (barre verte).



pharmacologiques se sont intéressées a I'activation et la modulation des réseaux spinaux
lombaires, contrélant le rythme moteur des membres postérieurs. Dans ce contexte, le
NMDA a été décrit comme étant la premiere molécule capable d'évoquer des épisodes de
locomotion fictive sur des préparations de moelle épiniere isolée in vitro de rat nouveau-né
(Smith et al., 1987; Kudo & Yamada, 1987a). Plus tard, la 5HT a été établie comme un des
principaux acteurs de l'activation du réseau locomoteur chez les rongeurs (Cazalets et al.,
1990; 1992), et I'application combinée de la 5HT et d’un acide aminé excitateur est un
moyen tres efficace pour déclencher une activité de locomotion fictive stable (Sqalli-
Houssaini et al., 1993). Depuis lors, ce mélange est devenu la méthode la plus largement
utilisée pour déclencher une activité locomotrice sur cette préparation, et des centaines
d’études ont été publiées sur la base de cette observation. En revanche, seules quelques
études ont montré l'action combinée d’'un mélange AAE/DA ou AAE/DA/5HT (Kiehn &
Kjaerulff, 1996; Jiang et al., 1999; Whelan et al., 2000; Juvin & Morin, 2005; Zhong, 2006;
Talpalar & Kiehn, 2010), ou AAE/NA (Kiehn et al., 1999; Sqalli-Houssaini & Cazalets, 2000b),
et dans chaque cas aucune comparaison directe de I'effet des différents neuromodulateurs
sur les réseaux spinaux, ni aucune étude de leurs interactions n’a été réalisé. De plus, dans la
plupart des études, aucune observation n’a été faite sur I'effet de ces neuromodulateurs sur

les réseaux spinaux axiaux.

Le premier objectif de ce travail était de déterminer la sensibilité relative des trois
régions spinales thoracique, lombaire et sacrée aux différentes amines, et de réaliser une
comparaison directe de leurs effets. Dans notre étude, la méme concentration de NMA a été
le parametre commun pour toutes les conditions, permettant ainsi une comparaison directe
entre les différentes amines. L'application conjointe dans le bain de perfusion des agonistes
des AAEs et des trois amines séparément ou en combinaison a permis de déclencher une
activité locomotrice sur I'ensemble des segments (Fig. 1 et 4). La Table 1 résume les données
recueillies dans notre étude. Elle comprend des données enregistrées au niveau thoracique,
lombaire et sacré lors d'exposition a diverses combinaisons de drogues. Une comparaison de
ces valeurs montre que plusieurs combinaisons de neurotransmetteurs sont capables
d'induire un rythme locomoteur stable in vitro. Toutefois, certaines amines influencent plus
fortement tels ou tels parameétres. Par exemple, I'amplitude des bouffées motrices est plus

sensible a la noradrénaline (Fig. 2), alors que la stabilité du rythme est assurée par la 5HT ou
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Figure 5 : Controdle des relations de phase par diverses combinaisons de NMA et 5HT / DA / NA.

(A) Cycles locomoteurs moyennés et répétés, obtenues au cours de |'activité locomotrice induite par la
perfusion de NMA (15 uM) et d’une combinaison des trois différentes amines. (B) Diagrammes circulaires
représentant les valeurs de phases moyennes calculées pour les six racines ventrales, par rapport a la racine
de référence L2 en présence de NMA et des différents cocktails d’amines. Chaque point est une valeur de
phase mesurée dans une expérience. La direction du vecteur représente la valeur moyenne de phase de
I'ensemble des expériences, et sa longueur indique la force de couplage. Toutes les données présentées sont
obtenues aux concentrations de drogues suivantes: NMA, 15 uM; 5HT, 15 uM; DA 50 uM; NA 50 uM.

* p <0,05.



la dopamine (Fig. 1). De telles différences indiquent que les divers paramétres du rythme
locomoteur peuvent étre ajustés séparément en fonction de [|'évolution des besoins
comportementaux. Néanmoins, il reste évident que la combinaison AAE/SHT constitue un
bon compromis en termes de stabilité de rythme, d’amplitude de la bouffée motrice et du
recrutement des différents segments spinaux. Cependant, lors de I'étude spécifique des
segments sacrés, il serait peut-étre plus intéressant d'utiliser de la noradrénaline ou de la

dopamine, qui augmentent spécifiquement I'amplitude des bouffées motrices sacrées.

Toutefois, il ne faut pas oublier que la fréquence de rythme obtenu in vitro dépend
également de parametres extérieurs tel que la température, car entre 25°C (la température
ambiante moyenne typique utilisée dans la plupart des études in vitro) et 35°C (la
température du corps des rats nouveau-nés et la température a laquelle les expériences in
vivo sont effectuées) (Cazalets et al., 1990), la période du cycle moteur diminue de plus de
50% (Sqalli-Houssaini et al., 1991). Une observation similaire a été rapportée pour les
concentrations de K* dans la solution saline, qui sont fréquemment deux fois supérieurs a la
concentration normale mesurée dans I'animal intact (3 mM, (Somjen, 1979). Ainsi, il est
défini que le rythme moteur « optimal » in vitro aurait une période d’environ 2 a 3 secondes
(en prenant en compte le ralentissement de la période motrice résultant de ['état
d'isolement du systéme nerveux central), avec des épisodes de locomotion fictive durant
toute la durée de I'application (c’est-a-dire sans désensibilisation des récepteurs ou tout
autre processus qui stopperait prématurément le rythme), avec des bouffées motrices aussi

réguliéres que possible et avec peu variation dans leur amplitude et relations de phase.
B) Effets au niveau cellulaire des neuromodulateurs

A ce jour, les mécanismes cellulaires par lesquels les amines exercent leurs effets
demeurent incertains. Il est probable que la modulation de chaque paramétre
moteur (période motrice, amplitude et stabilit¢ du rythme) implique diverses cibles
cellulaires a la fois motoneuronales et prémotoneuronales (Berger & Takahashi, 1990; Sqalli-
Houssaini & Cazalets, 2000b; Kjaerulff & Kiehn, 2001; Gabbay et al., 2002; Zhong, 2006; Han
et al., 2007). L'effet dose-dépendant sur la période du cycle moteur (Cazalets et al., 1992;
Sqalli-Houssaini & Cazalets, 2000a) suggére que les amines accédent directement aux

composants du CPG. Etant donné que les AAEs et les amines augmentent I'excitabilité
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neuronale individuellement, on pourrait s'attendre a ce que la période du rythme du moteur
induite par leur action combinée soit encore plus courte que lorsque chaque composé agit
séparément. Or ce nest pas le cas, la période étant fixée a une valeur intermédiaire entre
celle évoquée par I'AAE ou l'amine seul (Fig. 1, Table 1). Les données pharmacologiques
fournissent une explication partielle de I'effet des amines sur la période. En effet, a la fois la
5HT et la noradrénaline peuvent ralentir le rythme locomoteur au travers d’une action
inhibitrice via les récepteurs noradrénergiques a2 (Sqalli-Houssaini & Cazalets, 2000b;
Gabbay, 2004), et les récepteurs sérotoninergique 5-HT1 (Beato & Nistri, 1998), alors que
I'activation des récepteurs noradrénergiques al, et sérotoninergique 5-HT7 et 5-HT2 a une
action activatrice sur la génération du rythme moteur (Cazalets et al., 1992; Sqalli-Houssaini
& Cazalets, 2000b; Madriaga et al., 2004; Landry et al., 2006; Liu et al., 2009). De maniére
surprenante la dopamine qui a été rapportée pour avoir uniquement des effets activateurs,
ralentit également le rythme locomoteur induit par la perfusion d’AAE (Fig. 1 (Barriere et al.,
2004). Par conséquent, il est probable que plusieurs processus sous-jacents fonctionnent
simultanément, tel que rapporté dans d'autres préparations (Harris-Warrick, 2011; Miles &
Sillar, 2011; Clemens et al., 2012). Par exemple chez la lamproie, I'allongement de la durée
de la bouffée motrice et de la période par la sérotonine comprend au moins deux
mécanismes : l'inhibition présynaptique de la libération de glutamate sur les neurones du
CPG (Schwartz et al., 2005) et le blocage post-synaptique de I’AHPs (Wallén et al., 1989;
Manira et al., 1994).

C) La modulation aminergique des relations de phases lombaires.

Les principales caractéristiques de I'activité locomotrice rythmique fictive enregistrée
sur une préparation de moelle épiniere isolée in vitro sont la période motrice, I'alternance
gauche-droite et fléchisseurs-extenseurs, ainsi que la durée des bouffées motrices. Dans
notre étude nous avons trouvé que ces parametres sont étonnamment constants, quelle
que soit la condition neuromodulatrice (Fig. 1, 4, Table 2). Ce manque de flexibilité peut
refléter un besoin fonctionnel. En effet, lors de la locomotion il y a une réelle nécessité de
maintenir des parameétres fondamentaux tels que l'alternance bilatérale dans le but de
préserver |'équilibre et la vitesse. Toutefois, il ne faut pas oublier que I'approche
pharmacologique que nous avons utilisée dans notre étude présente des limites, en

particulier lorsque |'on considére les aspects temporels de la neuromodulation. Chez un
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animal intact, il est probable que les voies descendantes aminergiques soient actives de
maniére phasique, alors que la perfusion continue des drogues dans le bain équivaut a une
stimulation tonique, ce qui conduit a la disparition de la dimension temporelle de la
neuromodulation. Ainsi, ce manque apparent de flexibilité pourrait étre attribuable a un
biais de la préparation in vitro. Une seconde limitation est que plusieurs applications de
drogues sont effectuées sur la méme moelle épiniere. Lors de I'application répétée de
NMA/5HT, des études précédente ont montré que l'activité motrice garde les mémes
caractéristiques tout le long de I'expérience (Cazalets et al., 1999). A I'inverse, I'application
exogene de dopamine entraine des modifications persistantes des conductances ioniques
(Rodgers et al., 2011; Krenz et al., 2014), et il a également été montré que la dopamine peut
exercer des effets a long terme sur une préparation de moelle épiniére isolée (voir Matériel
et Méthodes, (Barriere et al., 2004). C'est pour cette raison que dans nos expériences la
dopamine a toujours été testée en dernier et a une concentration beaucoup plus faible que
celle a laquelle ces effets a long terme ont été précédemment observés. Il n'existe aucune

preuve que la noradrénaline exerce de telles actions persistantes.
D) La modulation aminergique des relations de phases axiales.

Dans plusieurs systémes, les interactions entre des réseaux rythmiques distincts ont
été décrites, comme par exemple entre la marche et les mouvements de la nageoire chez les
crustacés (Cattaert & Clarac, 1983; Chrachri & Neil, 1993), entre I'activité du tronc et des
membres inférieurs chez le Xénope (Beyeler et al., 2008; Rauscent et al., 2009), entre la
locomotion et la respiration (Kawahara et al., 1989; Morin & Viala, 2002; Le Gal et al., 2014),
et entre la respiration et la déglutition (Gestreau et al., 2000). Chez la salamandre, I'activité
des réseaux neuronaux axiaux passe d’une propagation séquentielle des bouffées motrices a
une activation synchrone de ces mémes muscles axiaux lorsque I’'animal passe de la nage a la
marche quadrupéde (Delvolvé et al., 1997).

Notre étude tend a montrer que les amines peuvent reconfigurer la coordination des
différents segments spinaux, de maniere différente en fonction du contexte
neuromodulateur. Ainsi, il semblerait que chaque amine posséde sa propre empreinte
caractéristique lors de la modulation des relations de phase entre les différents segments de
la moelle épiniére (Fig. 3). Dans une étude précédente, dans laquelle seule I'action du

mélange NMA/5HT a été étudiée sur les réseaux spinaux interconnectés, nous avons trouvé
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un délai de propagation constant entre les segments lombaires et segments thoraciques,
avec une propagation caudo-rostrale de I'activité motrice (Falgairolle & Cazalets, 2007). Ici,
nous constatons que la dopamine et la noradrénaline, contrairement a I'action de la 5HT,
diminuent considérablement le délai de propagation, entrainant une synchronisation des
bouffées le long de la moelle épiniere. Des modifications de la direction de la propagation
rostro-caudale a une propagation caudo-rostrale sont également observées chez la
lamproie, lors du passage de la nage vers I'avant a une nage vers l'arriere (Islam et al., 2006).
Bien que les cibles cellulaires ne soient pas identifiées, les interneurones commissuraux de la
moelle épiniére pourraient étre une cible probable, car ils sont connus pour étre modulés
par la 5HT (Zhong, 2006), et de plus des expériences ont déja établi que chez le rat nouveau-
né, une hemi-section partielle ou compléte de la moelle supprime les retards de phase entre

les segments sacrés (Falgairolle & Cazalets, 2007).

En conclusion, ce travail fournit de nouvelles données sur les mécanismes permettant la
coordination entre les réseaux de la moelle épiniere. Nous démontrons que chacune des
trois amines : la 5HT, la dopamine, et la noradrénaline, quand elles sont associées avec des
agonistes des récepteurs glutamatergiques, suscite un patron locomoteur spécifique, avec
des caractéristiques temporelles, une amplitude des bouffées et des relations de phase
intersegmentaire distinctes. Ces différences sont susceptibles d'étre liées a I'évolution des
exigences comportementales et permettraient a I'animal d’adapter son rythme locomoteur
aux besoins de son environnement. Les neuromodulateurs aminergiques représentent donc
une importante source potentielle de flexibilité au niveau des réseaux neuronaux centraux

et du patron moteur qu'ils produisent.
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Chapitre 3

Influence des noyaux vestibulaires sur les réseaux moteurs spinaux.

Les travaux présentés dans ce chapitre sont une étude préliminaire de l'influence des
noyaux vestibulaires sur les segments spinaux. Il conviendra de compléter certaines

expériences pour permettre une analyse qualitative plus poussée.
Introduction

Les projections vestibuslospinales jouent un réle important dans le controle de la
posture et du mouvement chez les Vertébrés quadrupédes. Chez le chat, il a été montré que
les noyaux vestibulaires renseignent le systéme nerveux sur les mouvements de la téte en
envoyant des informations phasiques sur les structures supraspinales (Barberini &
Macpherson, 1998; Boyle, 2001). Mais ces noyaux envoient également des informations
toniques non-spécifiques au niveau des noyaux moteurs du tronc cérébral et de la moelle
épiniere (Deliagina et al., 1997). Une perturbation du systéme vestibulaire induite par une
stimulation galvanique entraine une réponse motrice au niveau des membres de I'animal,
avec un réflexe postural augmenté du c6té de I'électrode de stimulation positive et diminué
du coté de I'électrode négative (Hsu et al., 2012). Chez ’homme, une stimulation galvanique
entraine une réponse musculaire importante au niveau du tronc et des membres (Britton et
al., 1993; Day et al., 1997). De plus au cours de la marche, une stimulation entraine une
déviation du coté de I'anode (Fitzpatrick et al., 1999; Bent et al., 2000), ce qui indique que
les noyaux vestibulaires participent au controle de I'équilibre a la fois lors de la station
debout et au cours de la locomotion. La préparation de moelle épiniére isolée de rat est un
modele d’étude intéressant pour comprendre 'influence des noyaux vestibulaires sur les
réseaux posturaux spinaux, car elle permet de s’affranchir de toutes les informations
corticales, cérébelleuses, visuelles et proprioceptives qui sont également impliquées dans le
maintien de I'équilibre.

Chez le rat nouveau-né, les noyaux vestibulaires sont efficaces des le premier jour
postnatal (Curthoys, 1979). De plus, des études anatomiques ont mis en évidence que les

voies vestibulospinales commencent a se développer chez I'embryon et atteignent les
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segments cervicaux de la moelle épiniére au stade embryonnaire E12.5 dans le cas du
faisceau vestibulospinal latéral (LVST) et E14.5 pour le faisceau vestibulospinal médian
(MVST) (Auclair et al., 1999; Pasqualetti et al., 2007). A la naissance, les connexions
synaptiques entre le systéeme vestibulaire et les motoneurones sont fonctionnelles et une
organisation spécifique des faisceaux vestibulospinaux sur les segments spinaux est établie.
Le faisceau vestibulospinal latéral projette sur les motoneurones cervicaux, thoraciques et
lombaires tandis que le faisceau vestibulospinal médian projette sur les segments cervicaux
uniguement (Kasumacic et al., 2010). Des études réalisées en imagerie calciques ont montré
que lors d’une stimulation du nerf VIII, une réponse est enregistrée bilatéralement au niveau
des racines motrices ventrales de I'ensemble de ces segments (Kasumacic et al., 2010).

Si de nombreuses études ont montré I'importance du systeme vestibulaire dans le
maintien de I'équilibre debout et au cours de la marche, les mécanismes sous-jacents
permettant ce contréle sont a ce jour peu connus. Dans nos travaux, l'influence des
afférences vestibulaires sur les régions spinales cervicales, thoraciques et lombaires sera
étudiée grace a des enregistrements extracellulaires des racines motrices ventrales, en
condition contréle et au cours de la locomotion, sur une préparation de tronc cérébral-
moelle épiniere isolée in vitro de rat nouveau-né. Des enregistrements intracellulaires nous
permettront d’étudier les entrées synaptiques vestibulaires arrivant sur les motoneurones
lombaires.

Dans cette étude, nous avons pu mettre en évidence que la stimulation du nerf
vestibulaire déclenche une vague d’activité métachronale le long des segments spinaux, avec
une rupture dans la vitesse de propagation entre les segments thoraciques et lombaires. Au
cours d’épisodes de locomotion fictive induits pharmacologiquement, une stimulation du
nerf vestibulaire entraine des modifications a la fois dans le patron locomoteur et dans
I"'amplitude des bouffées motrices, ce qui suggere une influence des noyaux vestibulaires a la

fois sur les interneurones prémoteurs et sur les motoneurones.
Matériels et méthodes

Dans cette étude, des préparations de tronc cérébral-moelle épiniere isolée sont
utilisées. Des stimulations des nerfs vestibulaires VIII sont réalisées et les réponses motrices

induites sont enregistrées en extracellulaires au niveau des racines motrices ventrales
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cervicales (C8), thoraciques, (de T6 a T8), et lombaires (L2 et L5). Les motoneurones

lombaires L2 sont enregistrés en patch clamp.

Dés le début de I'expérience, le tronc cérébral est perfusé avec un liquide
céphalorachidien a 4mM KCl, de maniere a augmenter I’excitabilité des noyaux vestibulaires.
La préparation est divisée en différents compartiments a I'aide de murs de Vaseline, placés
en C3 et T11. La locomotion est induite par application pharmacologique de NMA (15uM) et
de S5HT (15uM) soit sur I'ensemble de la moelle épiniére soit uniquement sur la partie
lombaire. Dans certaines expériences, les segments cervicaux et thoraciques ont été
perfusés avec un milieu appauvri en calcium (et enrichi en magnésium) afin de bloquer la

transmission synaptique.

Résultats

A) Réponses motrices a une stimulation vestibulaire, en condition contrdle.

Les neurones vestibulospinaux sont activés indirectement par une stimulation
électrique des afférences du nerf VIII (Fig. 1A). Cette méthode permet d’activer
synaptiquement les noyaux vestibulaires sans endommager les tissus du tronc cérébral avec
I’électrode de stimulation. La réponse motrice générée est enregistrée bilatéralement dans
les racines motrices ventrales de la moelle épiniére (indiqué par des points dans la Figurel),
le long des différents segments spinaux (Fig. 1). L'application de stimulations électriques
répétitives en choc unique a deux fois le seuil (2T) déclenche une réponse motrice bilatérale
dans les racines cervicales, thoraciques et lombaires (Fig. 1B1). L’activité se propage
rostrocaudalement le long de la moelle avec un délai entre chaque segment. Pour
déterminer avec plus de précision le début de la réponse, le signal est rectifié puis moyenné
(Fig. 1B2). Nous avons pu mettre en évidence une rupture dans la propagation de I'activité
motrice entre les segments thoraciques et lombaires (Fig. 1C). Deux zones ressortent ainsi
clairement. Au niveau des segments cervicaux et thoraciques, I'activité apparait avec un
délai de 77 = 3,8ms en C8 (n=20), 84 = 3,1ms en T7 (n=20), et 73 =+ 1,5 en T11 (n=3). En
lombaire I'activité apparait avec un délai de 107 = 3ms en L2 (n=31) et 117 = 3,4ms en L5
(n=28). Cette rupture dans la pente de propagation de I'activité est significative (t-test,

p<0,001). Lors d’une stimulation du nerf vestibulaire, certaines racines peuvent échouer a
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répondre. De maniére générale le nombre d’échecs est plus important dans la racine la plus

distale (22,3% d’échecs en L5, Fig. 1D).

Des études précédentes ont déterminé les meilleurs parametres de stimulation du nerf VI
pour déclencher une réponse au niveau des motoneurones ((Kasumacic et al., 2010). Une
stimulation de 5Hz pendant 5 secondes, a deux fois le seuil permet de déclencher une
réponse d’une vingtaine de secondes au niveau des racines ventrales cervicales, thoraciques
et lombaires (n=7 préparations). Dans la plupart des préparations (n=5 préparations) cette
réponse est tonique, mais dans certains cas, une activité de locomotion fictive peut

apparaitre sur quelques cycles (n=2 préparations, Fig. 1E).

Dans une seconde partie de ces expériences, nous avons voulu déterminer si les voies
vestibulospinales projettent de maniére directe sur les segments lombaires, ou s'il existe des
relais au niveau cervicaux et thoraciques. Pour cela, nous avons appliqué une solution de bas
calcium-haut magnésium sur les segments cervicaux et thoraciques, afin de bloquer la
transmission synaptique dans ces segments. Dans cette condition, nous avons pu observer
une perte de la réponse dans ces segments respectifs au cours d’une stimulation du nerf VIII
(Fig. 2A1-A2). La réponse enregistrée au niveau lombaire persiste (Fig. 2A2), ce qui indique
que les voies vestibulospinales, ou une partie des voies, projetant au niveau lombaire ne
réalisent pas de relais au niveau cervical et thoracique. Le délai d’apparition de I'activité au
niveau lombaire dans cette condition n’est pas significativement différent de la condition
contréle (115,8 + 6,25ms en L2, n=12 et 114,2 + 13,3ms en L5, n=7 ; t-test non paramétrique
Mann-Withney, p<0.05). Pour déterminer si ces voies vestibulospinales projettent sur les
neurones prémoteurs lombaires ou directement sur les motoneurones, nous avons réalisé
des enregistrements en patch-clamp des motoneurones lombaire en L2 et nous avons
bloqué les voies polysynatique a I'aide d’une solution de haut calcium-haut magnésium dans
la région lombaire (n=2 motoneurones). Dans la figure 2B, lors d’une stimulation du nerf VIII,
un potentiel post-synaptique excitateur (PPSE) de 2,19 = 0,25mV est enregistré dans le
motoneurone L2 (Fig. 2B1). Lors d’une application de haut calcium-haut magnésium sur les
segments spinaux lombaires, la stimulation du nerf VIII déclenche un PPSE de 1,59 + 0,09mV
dans le motoneurone L2 suggérant la présence d’'une composante monosynaptique dans la

voie vestibulospinale projetant sur les motoneurones lombaires. Toutefois, I'amplitude du
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Figure 1 : Activité spinale en réponse a une simulation du nerf vestibulaire

(A) Présentation du dispositif expérimental. (B1) La stimulation de la VIlléme paire de nerf cranien
déclenche une activité motrice sur I'ensemble des racines cervicales (C8), thoraciques (T7) et lombaires
(L2 et L5). (B2) Traces rectifiés et moyennés de I'enregistrement de la figure B1. Ce traitement du signal
permet une meilleure détection du début des bouffées. (C) Histogramme représentant le délai
d’apparition des bouffées dans chacun des segments spinaux enregistrés. Le trait noir représente la
droite de régression linéaire au niveau des segments cervicaux et thoraciques. (D) Histogramme illustrant
le pourcentage de préparations ayant répondu a une stimulation a une stimulation du nerf VIII (en noir),
et le pourcentage n’ayant pas présenté de réponse (en gris), dans chaque segments enregistrés. (E)
[llustration d’un épisode de locomotion fictive enregistré au niveau des racines thoracique (T7), et
lombaires L2 et L5 droites et gauches (r et | respectivement), déclenché par une stimulation du nerf VIII.
i, ipsilatéral; c, contralatéral.



PPSE est diminuée de 27% (Fig. 2B2), indiquant la présence d’une composante
polysynatique.

Il est intéressant de noter que le délai d’apparition de I'activité dans les
motoneurones lombaires est nettement plus précoce (49ms) que l'activité enregistrée en
extracellulaire (90ms). De plus, le blocage de la composante polysynaptique supprime
I'apparition d’une activité extracellulaire. Il semble donc que dans nos conditions, le
recrutement de voies polysynaptiques soit nécessaire pour permettre aux neurones de
passer le seuil d’activation des potentiels d’actions et ainsi déclencher une activité

enregistrable en extracellulaire.

Il a été montré que la premiére semaine postnatale est une période critique pour le
développement de la posture dans les membres postérieurs du rat nouveau-né (Brocard et
al., 1999). Dans ces conditions, nous nous sommes intéressés aux connexions synaptiques
vestibulospinales sur les motoneurones lombaires. Pour cela, nous avons enregistré en
intracellulaire des motoneurones lombaires en L2 (Fig. 3A1 et B1, panneau de gauche). Un
épisode de locomotion fictive est préalablement déclenché par application de NMA/5HT sur
la moelle épiniére pour déterminer la nature fléchisseur ou extenseur de ces motoneurones.
En effet, bien que le segment L2 contienne majoritairement des motoneurones fléchisseurs,
il existe également une petite proportion de motoneurones extenseurs. Dans I'ensemble de
nos expériences, 11 motoneurones fléchisseurs ont été enregistrés en L2 lors d’une
stimulation du nerf VIl ipsilatéral (Fig. 3A1 panneau de gauche). L’ensemble de ces neurones
n’a pas présenté le méme patron de décharge lors de cette stimulation. 7 motoneurones se
sont dépolarisés et ont réalisé un PPSE aprés chaque stimulation (Fig. 4A1 panneau de
droite). Le tracé rouge représente la moyenne des PPSEs pour un train de 30 stimulations, et
sur le motoneurone de la figure 3A1 nous pouvons voir un PPSE moyen apparaissant avec un
délai de 49,1 secondes aprées la stimulation. Dans cette méme condition, 4 motoneurones
sur 11 se sont dépolarisés de maniére globale, mais n’ont pas réalisé de PPSEs associés a
chaque stimulation, comme on peut le voir sur I'agrandissement de la trace (Fig. 3A2, tracés
du bas) ou au travers de la moyenne de I'ensemble des 30 stimulations (Fig. 3A2, tracé
rouge). La méme expérience a été reproduite en simulant cette fois le nerf VIII contralatéral
au motoneurone (Fig. 3B, panneau de gauche). Le neurone de la figure B1 est le méme que

celui de la figure Al, et nous pouvons voir que dans cette condition ce motoneurone réalise
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Figure 2. : Caractérisation des voies vestibulospinales.

(A1) Le panneau du haut présente le dispositif expérimental. La stimulation du nerf VIII déclenche une
réponse motrices dans les racines cervicales (C8), thoraciques (T7) et lombaires (L2 et L5). (A2) La perfusion
d’une solution de haut calcium- haut magnésium sur les segments cervicaux et thoraciques (panneau du
haut) blogque l'activité au niveau de ces racines respectives (panneau du bas). LUactivité enregistrée au niveau
des racines lombaires L2 et L5 persiste dans cette condition. (B1) Activité enregistrée au niveau de la racine
lombaire L2 lors d’une stimulation du nerf VIIII. Un potentiel postsynaptique excitateur est enregistré en
intracellulaire dans un motoneurone fléchisseur lombaire L2. Le délai d’apparition de I'activité extracellulaire
et intracellulaire est indiqué sous chaque trace. (B2) La perfusion d’'un milieu de haut calcium—haut
magnésium sur les segments lombaires (panneau du haut) supprime l'activité en extracellulaire (L2) et
diminue la réponse enregistrée en intracellulaire (MN L2) (panneau du bas). Le délai d’apparition de I'activité
intracellulaire est indiqué sous la trace. i, ipsilatéral; c, contralatéral.



des potentiels postsynaptiques inhibiteurs (PPSI) aprés chaque stimulation (Fig. 3B1,
panneau de droite). Deux patrons de décharge sont également retrouvés dans le cas d’une
stimulation du nerf VIII contralatéral (n=3, Fig. 3 B). 2 neurones ont réalisés des PPSI aprés
chaque stimulation (Fig. 3B1), et un neurone s’est hyperpolarisé de maniére globale, sans

emmetre de PPSI aprés chaque stimulation (Fig. 3B2).

B) Plasticité des voies vestibulospinales.

Une analyse plus poussée des PPSEs nous a permis de mettre en évidence des
phénomeénes plastiques synaptiques. Des trains de stimulation de 25 a 30 cycles ont été
appliqués au niveau du nerf VIII ipsilatéral, a différentes fréquences : 0,2Hz, 2Hz et 5Hz sur 4
motoneurones L2. Ce protocole a induit deux types de réponses: une augmentation de
I'amplitude moyenne des PPSEs a été observée dans 2 motoneurones lorsque la fréquence
de stimulation est augmentée (Fig. 4A, panneau du haut) ; et une diminution progressive de
I'amplitude a été observée dans les deux autres motoneurones lors de I'augmentation de la
fréquence de stimulations (Fig. 4B, panneau du haut). Pour étudier de maniére plus précise
cette plasticité fréquence-dépendante nous avons exprimé |'amplitude des PPSE pour
chacune des stimulations du train (Fig. 4, numéro de 1 a 30). Dans le motoneurone de la
figure 4A, nous pouvons voir que I'amplitude des PPSEs augmente de maniére importante a
partir de la cinquieme stimulation, lors d’un train effectué a 2Hz et 5Hz. Nous pouvons voir,
que l'augmentation de lI'amplitude persiste sur les 10 premiéeres stimulations, avant de
diminuer, ce qui suggere une facilitation a court terme. Ce résultat est confirmé par une
étude de corrélation entre I'amplitude et le nombre de stimulations: il existe une
corrélation significative a 2Hz (r=0,75, test de Spearman) et a 5Hz (r=0,81, test de
Spearman), si on considéere les 15 premiéeres stimulations. Par contre la corrélation n’est pas
significative lorsqu’elle est calculée pour I'ensemble des 30 stimulations (r= -0,15 a 2Hz, et
r=-0,17 a 5Hz, test de Spearman). Aucune facilitation a court ou long terme n’est observée
lors d’un train de stimulation a 0,2Hz (r= -0,2 pour 15 stimulations et r= -0,1 pour 30
stimulations ; test de Spearman). Lors d’une stimulation a 0,2Hz, ce neurone ne réalise pas
de PPSE, comme on peut le voir sur le tracé moyenné des 30 stimulations (Fig.4A panneau
du haut). La corrélation entre I'amplitude des PPSEs, en fonction du numéro de la
stimulation, nous a permis de révéler la présence d’une dépression a long terme dans le

neurone de la figure 4B (r=-0,76 a 0,2Hz et r= -0,67 a 5Hz, calculé pour les 30 stimulations,
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Figure 3 : Caractérisation de la réponse intracellulaire des motoneurones lombaires en réponse a une
stimulation vestibulaire.

(A1) : La réponse déclenchée par une stimulation du nerf VIII est enregistrée en extracellulaire au niveau
des racines lombaires L2 bilatérales (iL2 et cL2), et en intracellulaire au niveau d’'un motoneurone L2
ipsilatérale a la stimulation (MN1 iL2) (panneau de gauche). Lors de cette stimulation, le motoneurone se
dépolarise et émet un PPSE aprés chaque stimulation. Le tracé du bas (panneau de droite) montre un
agrandissement de l'activité du motoneurone. Le tracé rouge représente le PPSE moyen du train de
stimulation. (A2) Un second motoneurone enregistré du coté ipsilaérale au nerf VIII stimulé (MN2 iL2)
présente un patron moteur différent du MN1. En réponse a la stimulation, ce motoneurone se dépolarise
mais n’émet pas de PPSEs réguliers aprés chaque stimulation comme le révéle I'agrandissement sur le tracé
du bas ou la moyenne des PPSEs (tracé rouge). (B1) La réponse déclenchée par une stimulation du nerf VIII
est enregistrée en extracellulaire au niveau des racines lombaires L2 bilatérales (iL2 et cL2), et en
intracellulaire au niveau d’'un motoneurone L2 contralatéral a la stimulation (MN1 cL2) (panneau de
gauche). Lors de cette stimulation, le motoneurone émet un PPSI apres chaque stimulation. Le tracé du bas
(panneau de droite) montre un agrandissement de |'activité du motoneurone. Le tracé rouge représente
PPSI moyen du train de stimulation. Le motoneurone de la figure Al est le méme que celui de la figure B1
(MN1). (B2) Un motoneurone enregistré du coté ipsilaérale au nerf VIII stimulé (MN3 cL2) présente une
hyperpolarisation de son potentiel de membrane mais n’émet pas de PPSIs réguliers apres chaque
stimulation comme le révele I'agrandissement sur le tracé du bas ou la moyenne des PPSIs (tracé rouge). i,
ipsilatéral; c, contralatéral.



test de Spearman). Ces résultats indiquent que les synapses vestibulospinales peuvent
réaliser de la plasticité, ce qui permettrait d’augmenter (facilitation) ou au contraire de

filtrer (dépression) les entrées vestibulaires arrivant au niveau lombaire.
C) Influence des noyaux vestibulaires au cours de la locomotion.

L’étude de l'influence de la stimulation du nerf VIII sur la locomotion a été réalisée
par différentes approches. Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer si les
entrées vestibulospinales pouvaient réinitialiser le patron moteur comme cela peut étre
observé lors de la simulation des afférences proprioceptives lombaires (Kiehn et al., 1992;
Sqalli-Houssaini et al., 1993; lizuka et al., 1997). Un train de stimulation (5Hz, 1s a 2 x le seuil,
chocs de 0,5ms, n= 6 préparations) est appliqué au niveau du nerf VIII au cours d’un épisode
de locomotion fictive, déclenché par application de NMA/5HT sur I'ensemble de la moelle
épiniére. L’activation de la voie vestibulospinale engendre une réinitailistaion généralisée
des rythmes locomoteurs au niveau lombaires en fonction de la période du cycle dans lequel
elle est appliquée (Fig. 5A). Une stimulation appliquée pendant la phase d’activation de la
racine L2 ipsilatérale (O a 10% du cycle, Fig. 5B) va bloquer I'apparition de la bouffée et
retarder I'apparition d’une nouvelle bouffée de potentiels d’action (Fig. 5A3). Si la
stimulation intervient dans les 60 a 80% du cycle locomoteur de la racine L2 ipsilatérale
(Fig. 5B), la mise en jeu de ces voies vestibulospinales inhibe la bouffée locomotrice dans
laquelle la stimulation est appliquée, et le patron moteur est réinitialisé (Fig. 5A1 et A2).
Dans cette configuration deux cas de figures ont été observés : dans 67% des préparations
(n=4/6), la bouffée suivante est retardée et on observe en allongement de la bouffée en L5
ispilatérale (Fig. 5A1). Dans 33% des cas (n=2/6), la bouffée suivante est avancée au niveau
de la racine L2 ipilatérale (Fig. 5A2), tandis que la bouffée enregistrée sur la racine L2
contralatérale est raccourcie. Ce phénomeéne de réinitialisation est validé par I'absence de
changement significatif de la période locomotrice aprés réinitialisation compléete du rythme
(3,55 + 0,18s avant stimulation et 3,54 + 0,18s apres réinitialisation, t-test non paramétrique

Mann Withney, p<0,05).

Ces stimulations courtes (1s) ont un effet sur le rythme locomoteur, mais nous avons
mis en évidence qu’une stimulation prolongée de 10s a 5Hz (2x le seuil) entraine des

modifications importantes de I'amplitude des bouffées motrices (Fig. 5D). Lors de la
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Figure 4 : Plasticité dépendante de la fréequence de stimulation des afférences vestibulaires aux
synapses des motoneurones lombaires ipsilatéraux.
(A) Lamplitude des potentiels post-synaptiques excitateurs (PPSE) enregistrés a partir d'un motoneurone
tenu a-60 mV, et représenté en fonction du nombre de stimuli dans le train, révéle une facilitation a court
terme en réponse aux trains de stimulations appliqués au niveau du nerf vestibulaire a des fréquences de
plus en plus élevées (0,2Hz, 2Hz, 5Hz). Le panneu du haut montre le PPSE moyen calculé sur la base ds 30
stimulations du train. (B) Lamplitude des PPSEs représentés en fonction du nombre de stimuli dans des
train de 0,2Hz et 5Hz, révele un dépression synpatique. Les PPSEs moyens pour ces deux trains de
stimulations sont réprésentés dans le panneau du haut.



stimulation du nerf VIII, I'activité motrice de la racine L2 ipilatérale est inhibée pendant
toute la durée de la stimulation. A I'inverse 'amplitude de la bouffée dans la racine L2
contralatérale augmente de 33,6 + 15% ainsi que I"'amplitude dans la racine L5 ipsilatérale a
la stimulation (79,8 + 24%). De plus le patron moteur de ces racines est modifié, avec un
allongement de la durée des bouffées, qui dure tout le temps de la stimulation. Aucune
différence significative de I'amplitude ni de la durée des bouffées n’a été observée dans la

racine L5 contralatérale a la stimulation (Fig. 5D).

Les modifications d’amplitude observées lors des réinitialisations sont retrouvées lors
de trains de stimulations de 30 a 40s a 5Hz au cours d’un épisode de locomotion fictive
induit par application de NMA/5HT sur I'ensemble de la moelle épiniere (Fig. 6A1, A2, n=4
préparations). Dans cette condition nous avons pu observer un renforcement de |'activité
enregistrée en thoracique, avec une augmentation de I'amplitude des bouffées motrice
(Fig. 6A1, n=2 préparations) ou l'apparition d’'une bouffée tonique se prolongeant sur toute
la durée de la stimulation (Fig. 6A2, n= 2 préparations). Au niveau lombaire, ce renforcement
de l'activité motrice peut étre retrouvé sur I'ensemble des racines L2 et L5, avec une
augmentation de I'amplitude (Fig. 6A1, n=2 préparations). Dans la figure 6A2, nous pouvons
observer des variations de I'amplitude au niveau des racines lombaires, similaires a celles
observées dans la figure 5D. Une disparition du rythme moteur est enregistrée au niveau de
la racine L2 ispilatérale, ainsi qu’une modification du patron moteur en L2 contralatérale et
L5 ispilatérale avec un allongement de la durée des bouffées (n=2 préparations).

Lorsque la locomotion fictive est déclenchée uniquement au niveau lombaire (n=5
préparations), une stimulation du nerf VIII entraine une réponse importante au niveau
thoracique qui est similaire a celle observé lorsque la stimulation est appliquée en I'absence
de stimulation pharmacologique. La perturbation du rythme moteur est observée
uniquement lors de la premiere bouffée d’activité, puis le rythme récupéere un patron
normal (Fig. 6B). Dans la méme préparation, au cours de |'application d’une solution de bas
calcium-haut magnésium sur les segments cervicaux et thoraciques, permettant de bloquer
I'activité neuronale a ces niveaux, la stimulation du nerf VIII n’entraine aucune modification
du rythme locomoteur enregistré au niveau lombaire (n= 4 préparations). Ce résultat
suggere que le segment thoracique participe au controle de I'activité lombaire au cours de la

locomotion lors d’une stimulation vestibulaire.
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Figure 5 : Reinitialisation de la locomotion.

(A1) Dans 77% des préparations, une stimulation du nerf vestibulaire appliqué a 70% du cycle entraine un
retard de la bouffée d’activité suivante en L2 ipsilatérale (A2) et dans 33% des préparations provoque une
avance de la décharge de la bouffé suivante. (A3) La stimulation appliquée a 0% du cycle provoque en
retard de la décharge au niveau de la racine L2 ispilatérale dans 100% des préparations testées. (B)
Représentation schématique d'un cycle moteur. Les rectangles gris indiquent les phases du cycle
locomoteur dans lesquelles une stimulation provoque un recadrage de lactivité motrice. (C)
Histogramme montrant I'évolution de la période locomotrice avant et aprés la reinitialisation. (D) Une
stimulation de 10 secondes du nerf vestibulaire provoque des modifications de I'amplitude des bouffées
d’activités motrices enregistrées bilatéralement au niveau lombaire L2 et L5. i, ipsilatéral; ¢, contralatéral.



Discussion
A) Réponses motrices a une stimulation du nerf VIII

A I'aide d’une approche électrophysiologique extracellulaire et intracellulaire, nous
avons pu étudier les connexions fonctionnelles entre les noyaux vestibulospinaux et les
différents segments de la moelle épiniére, au repos et au cours de la locomotion (Fig. 7).
L’activation des noyaux vestibulaires s’est faite de maniére indirecte par une simulation des
afférences du nerf VIII. A cause de limitations techniques, la totalité du nerf VIIl a été
stimulé, sans séparer les composantes vestibulaires et auditives. De plus il nous est
impossible de séparer les afférences en provenance des différentes structures vestibulaires
(organes otolithique et canaux semi-circulaire). En effet, la petite taille du systéme
labyrinthique chez le rat nouveau-né rend une dissection précise impossible. Chez la souris
adulte, une activation sélective des afférences en provenance soit des organes otolithique
soit des canaux semi-circulaires génére une réponse au niveau des motoneurones spinaux
(Takemura & King, 2005; Sheykholeslami et al., 2009). La réponse enregistrée dans notre
étude est donc due a I'activation de I’'ensemble de ces afférences.

Comme précédemment démontré chez la souris (Kasumacic et al., 2010), la
stimulation du nerf VIII permet de déclencher une activité motrice se propageant rostro-
caudalement le long de la moelle épiniere. Nous avons remarqué qu’il existe un point de
rupture dans la vitesse de propagation de cette activité entre les segments thoraciques et
lombaires (Fig. 1C). Nous avons vu que ces voies vestibulospinales projettent pour partie de
maniere directe sur les segments lombaires sans réaliser de relais au niveau cervical et
thoracique (Fig. 2A), et que le délai d’apparition de la réponse au niveau lombaire dans cette
condition est similaire a celui enregistré en contrdle. Cela suggere que les mécanismes
impliqués dans le changement de la vitesse de la propagation se situent au niveau lombaire.
Nous avons vu qu’une partie des voies vestibulospinales réalise un relais au niveau
prémotoneuronal avant d’activer les motoneurones lombaires L2 (Fig. 2B). Ce délai
intersegmentaire entre les régions thoraciques et lombaires pourrait étre causé par la
présence des CPGs. En effet, cette rupture de la vitesse de propagation métachronale
rappelle celle observée au cours de la nage chez la salamandre (Delvolvé et al., 1999), ou

une vitesse de propagation non uniforme a été enregistrée le long des différentes régions
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Figure 6 : Effet d’une stimulation des noyaux vestibulaires sur la locomotion.

(A1) Une stimulation du nerf VIl de 40s augmente I'amplitude des bouffées motrices déclenchées par la
perfusion de NMA/5HT sur I'ensemble de la préparation dans 50% des préparations, (A2) et perturbe I'activité
rythmique dans les 50% autres préparations. (B) Au cours d’une activité de locomotion fictive lombaire
déclenché par la perfusion des segments lombo-sacrés uniquement, la stimulation du nerf VIII déclenche un
bouffée d’activité tonique au niveau thoracique et perturbe la régularité du rythme lombaire. (C) Dans cette
méme condition, la perfusion des segment cervicaux et thoraciques (compartiment C) par un milieu bas
calcium-haut magnésium bloque l'activité au niveau thoracique. La stimulation du nerf VIl ne déclenche
aucune perturbation dans le rythme lombaire. i, ispilatéral; ¢, contralatéral.



spinales, et qui serait due a la présence des réseaux neuronaux des membres antérieurs et
postérieurs (Delvolvé et al., 1997).

La stimulation du nerf VIII peut déclencher une réponse locomotrice sur plusieurs
cycles (Fig 1E). Chez le rat, les neurones réticulospinaux projettent sur les différents
segments spinaux des le stade embryonnaire E17, et les connexions réticulospinales sont
fonctionnelles a la naissance (Kudo et al., 1993; Lakke, 1997). Une activation indirecte de ces
neurones réticulospinaux par les afférences vestibulaires permettrait d’induire le rythme

locomoteur enregistré dans plusieurs préparations.

B) Réponses des motoneurones a une stimulation vestibulaire.

L’étude des connexions synaptiques ente les noyaux vestibulospinaux et les
motoneurones fléchisseurs lombaires L2 nous a permis de montrer qu’une stimulation du
nerf VIIl entraine une dépolarisation au niveau des motoneurones fléchisseurs ipsilatéraux et
une hyperpolarisation au niveau des motoneurones contalatéraux a la stimulation. Or suite a
une stimulation du nerf VIII en condition de repos, une activité est enregistrée
bilatéralement en extracellulaire. Cette réponse est vraisemblablement due au fait que
différents types de motoneurones (fléchisseurs et extenseurs) coexistent au sein d’'un méme
segment spinal lombaire, nos enregistrements extracellulaires ne nous permettant pas de
les différencier. Des études menées in vivo chez des chats anesthésiés ont montré que la
stimulation des neurones vestibulaires latéraux peut avoir un effet excitateur ou un effet
inhibiteur, a la fois sur les muscles fléchisseurs et extenseurs des membres postérieurs, au
cours d’épisodes de locomotion fictive déclenchés par une stimulation de la MLR (Takahashi
et al.,, 1998). Cette flexibilité de la réponse motrice pourrait étre particulierement
importante au cours de la locomotion ou la réponse des membres est dépendante de la
phase du cycle moteur dans laquelle a lieu la perturbation.

Dans la seconde partie de notre étude, nous avons pu mettre en évidence que des
stimulations courtes (1s) influencent le rythme locomoteur alors que des stimulations plus
longues (10s) entrainent des variations a la fois du rythme et de I'amplitude des bouffées
motrices (Fig. 5 et 6). Cela suggere que les noyaux vestibulaires ont un accées direct au CPG et
aux motoneurones. Ces résultats sont en accord avec I'existence d’une voie monosynaptique
et d’'une voie polysynaptique vestibulospinale projetant sur les réseaux lombaires (Fig. 2B).

L’existence d’'une composante polysynaptique en provenance du noyau vestibulaire latéral
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Figure 7: Schéma récapitultif des connexions vestibulospinales.

Ce schéma résume les données obtenues dans ce chapitre. Nous avons mis en évidence que les noyaux
vestibulospinaux projettent sur I'ensemble de la moelle épiniere, de maniére bilatérale. Nous avons
montré une projection sur le réseau locomoteur lombaire et les motoneurones lombaires. Il reste a
déterminer les projections vestibulospinales sur les réseaux axiaux et le réseau locomoteur cervical.



sur les motoneurones lombaires a été mise en évidence chez le chat, avec I'implication de
plusieurs relais prémotoneuronaux (Gossard et al.,, 1996). Ces interneurones prémoteurs
intégreraient les informations en provenance des voies vestibulospinales et les retours
sensorielles en provenance des membres, et permettraient la modulation de I'activité des
motoneurones en fonction de la phase du cycle moteur (Leblond & Gossard, 1997). Ainsi la
stimulation du noyau vestibulaire latéral facilite les motoneurones fléchisseurs au cours de
la phase de flexion et inhibe les motoneurones extenseurs au cours de la phase de flexion
alors gu’il augmente l'activité des motoneurones extenseurs au cours de la phase

d’extension (Gossard et al., 1996).

L'application d’une stimulation courte est celle qui se rapproche le plus d’une
perturbation du systéeme vestibulaire en condition physiologique. Dans cette condition,
I'activité de la racine L2 ipsilatérale est inhibée, tandis que I'activité enregistrée dans la
racine L2 contralatérale et L5 ipsilatérale est renforcée (Fig. 5). Un réarrangement du patron
moteur est également observé chez le chat in vivo, ol ce dernier va réaliser un pas
correcteur du coté de I'électrode négative lors d’'une stimulation galvanique (Hsu et al.,
2012). Il est intéressant de noter que comme observé in vivo, cette modification du patron
moteur dépend de la phase du cycle dans laquelle elle a lieu. Chez I’'homme, une stimulation
galvanique entraine un déplacement du pied plus important s’il a lieu au cours de la phase
d’appui, plutét qu’au cours de la phase de transfert (Bent et al., 2004). Dans nos
expériences, nous avons pu mettre en évidence que la stimulation du nerf VIII provoque une
réinitialisation si elle a lieu au début ou entre 60 et 80% du cycle moteur de la racine L2
fléchisseur ipsilatérale, ce qui correspondrait aux transitions de la phase d’appui vers la
phase de transfert puis de la phase de transfert vers la phase d’appui respectivement.

Lors de stimulations plus longues (30 a 40s), le patron moteur est perturbé avec
I'apparition de bouffées prolongées au niveau des racines L2 contralatérale et L5 ispilatérale
(Fig. 6A). Ces perturbations durent toute la durée de la stimulation, or au cours d’une
stimulation galvanique chez le chat ou chez ’'homme, un pas suffit pour corriger I’équilibre.
Cette différence peut s’expliquer par le fait qu’in vivo, la perturbation des systémes
vestibulaires ne dure que quelques secondes, avant d’entrainer des corrections posturales
qui permettront a I'animal de retrouver I'équilibre. Cette réponse prolongée pourrait étre un

biais de la préparation in vitro. In vivo, des enregistrements effectués au niveau des
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neurones vestibulaires ont montré que ces derniers regoivent des retours somatosensoriels
en provenance des membres, ce qui leur permet de connaitre la position des membres
(Welgampola & Colebatch, 2001; Grasso et al., 2011). Or ces retours sensoriels ne sont plus
présents dans notre préparation. Dans cette condition les noyaux vestibulaires n’ont plus le

moyen d’appréhender I'état du systeme.

C) Importance des segments thoraciques dans la réponse vestibulaire.

Quand I'activité des réseaux thoraciques est bloquée sur préparation en condition de
repos, une stimulation vestibulaire déclenche quand méme une réponse au niveau lombaire
(Fig. 2). Cela montre que les réseaux thoraciques ne sont pas nécessaires pour transmettre
I'information vestibulaire jusqu’aux réseaux lombaires. Toutefois, la perfusion différentielle
des segments thoracique et lombaire nous a permis de mettre en évidence I'importance des
segments thoraciques au cours de la locomotion. Lorsque la locomotion est induite sur
I'ensemble de la moelle épiniere, un renforcement de I'activité au niveau thoracique est
observé avec une augmentation de I'amplitude des bouffées motrices (Fig. 6A1). Lors de
I'activation de la locomotion uniquement au niveau lombaire, nous avons pu voir que la
stimulation du nerf VIII déclenche une réponse importante au niveau thoracique, similaire a
celle enregistrée en condition contréle (Fig. 6B). Dans ces conditions, la réorganisation du
patron moteur en lombaire est observée uniquement dans les premiers cycles locomoteurs.
Mais lors de la perfusion d’une solution de bas calcium-haut magnésium sur les segments
thoraciques, la réponse a une stimulation du nerf vestibulaire ne déclenche pas de réponse
en thoracique et aucune réorganisation du patron moteur lombaire n’est observée (Fig. 6C).
Ces résultats peuvent étre liés a un réle particulier du tronc qui est un élément important
dans le maintien de la posture au cours de la locomotion. Chez le rat, le développement du
tonus musculaire des muscles du tronc mature jusqu’a I'age de P15 (Geisler et al., 1993;
1996). A cet age I'activité du tronc devient en phase avec celle des membres et le rat est
capable de réaliser des activités motrices complexes (Westerga & Gramsbergen, 1990;
Clarac et al., 1998). Lorsqu’une labyrinthectomie est réalisée sur des rats nouveau-nés agés
de 5 jours, un retard du développement moteur est observé. Chez ces animaux la perte
d’informations vestibulaires entraine un retard dans le développement de la stabilisation du

tronc et dans la coordination des muscles du dos, ce qui provoque un retard du
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développement moteur (Geisler et al.,, 1997). L'importance du tronc dans la correction
posturale induite par une perturbation du systéeme vestibulaire est aussi retrouvée chez
I’'homme. Lors d’une stimulation galvanique, la réponse enregistrée en EMGs au niveau des
bras, du tronc et des jambes est observée avec des délais respectifs de 41ms, 59ms, et 55-
65ms (Britton et al., 1993; Ali et al., 2002; lles et al., 2007). Toutefois, ces activités
musculaires n’engendrent pas d’ajustements posturaux susceptibles de compenser le
déséquilibre induit par la stimulation galvanique, les premiéres activités fonctionnelles au
niveau des jambes n’intervenant qu’apres un délai de 140 a 240ms (lles et al., 2007). Ce
délai entre la réponse fonctionnelle du tronc et des jambes, pourrait étre expliqué par le fait
que les entrées vestibulaires soient fortement impliquées dans le maintien de |'orientation
du tronc, mais que les patrons d’activités EMG des jambes permettant une rééquilibration
(aprés 150ms) seraient la conséquence des modifications posturales du tronc (lles et al.,
2007). Le tronc est donc une composante essentielle pour le contréle postural au cours de la

locomotion.

En conclusion, ces résultats nous ont permis une premiére caractérisation des
connexions vestibulospinales sur les segments spinaux et plus particulierement sur les
segments thoraciques et lombaires. Nous avons pu mettre en évidence que l'activité se
propage via des voies mono et polysynaptiques sur les réseaux lombaires, sans réaliser de
relais aux niveaux cervicaux et thoraciques. De plus I'enregistrement des motoneurones
lombaires nous a permis de montrer deux types de réponses possibles a la fois lors d’une
stimulation ipsilatérale et contralatérale. Il serait intéressant de poursuivre la caractérisation
des motoneurones fléchisseurs mais également extenseurs. En effet nos expériences en
condition de locomotion fictive nous ont montré un effet vestibulospinale sur ces deux

segments lombaires.
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Discussion générale
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Les travaux présentés dans cette these mettent pour la premiere fois en lumiére les
mécanismes neuronaux sous-tendant le couplage des réseaux locomoteurs et posturaux
spinaux et supraspinaux (Fig. 1). Nos résultats obtenus sur une préparation de moelle
épiniére de rat nouveau-né isolée in vitro ont montré que I'activité locomotrice des réseaux
lombaires controlant les membres postérieurs et des réseaux thoraciques et sacrés
contrélant la musculature axiale, est coordonnée selon une organisation temporelle précise.
Les amines (5HT, DA et NA) sont capables d’agir sur divers parameétres moteurs (période,
amplitude de I'activité...) pour moduler I'activité locomotrice, et chaque famine imprime une
organisation spécifique des activités thoraco-lombo-sacrées.

Grace a des enregistrements intracellulaires des motoneurones thoraciques, nous
avons montré que les réseaux locomoteurs lombaires envoient une commande locomotrice
au niveau d’un groupe de motoneurones thoraciques axiaux. Nous avons montré que cette
commande locomotrice est excitatrice glutamatergique et inhibitrice glycinergique, et
implique des voies mono et polysynaptiques.

Finalement, nous avons montré que les noyaux vestibulaires envoient une
commande au niveau de I'ensemble des réseaux spinaux cervicaux, thoraciques et
lombaires. Cette commande est capable de moduler l'activité de locomotion fictive

déclenchée au niveau thoracique et lombaire.

A) Deux réseaux indépendants mais coordonnés.

Le tronc et les membres sont deux systemes biomécaniques musculaires distincts qui
peuvent fonctionner de maniere indépendante. Par exemple, lorsqu’un sujet est assis, le
tronc peut réaliser certaines taches motrices (par exemple l'inclinaison du buste), alors que
les membres restent inactifs. Cela sous-entend que ces muscles sont contrélés par des

réseaux neuronaux distincts.

Chez les quadrupedes, cependant, l'influence des membres est extrémement
prégnante, et le tronc ne participe pas directement a la genése du mouvement de
propulsion, contrairement aux Vertébrés inférieurs comme la lamproie et la salamandre qui
ont un mode de locomotion anguilliforme. Ainsi, chez la lamproie, les segments axiaux sont
capables de générer une activité rythmique, et les mécanismes neuronaux générant cette

activité rythmique sont bien connus. A ce jour, aucun mécanisme de ce genre n’a été
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retrouvé chez des animaux quadrupedes ou bipedes. Toutefois, notre étude ainsi que des
données précédentes obtenues chez le rat (Cazalets, 2005) ont montré que les réseaux
axiaux thoraciques et sacrées sont capables de produire un rythme, indépendamment des
CPGs des membres, lorsqu’ils sont physiquement ou pharmacologiquement déconnectés de
ces derniers. L'activité produite est lente, et ne présente pas les caractéristiques d’un
rythme locomoteur (période de 3 a 7 secondes, alternance bilatérale et fléchisseurs-
extenseurs). On peut supposer que cette activité rythmique thoracique participe au
maintien d’un certain tonus musculaire au niveau des muscles du tronc. Au cours de la
locomotion, ces capacités rythmogenes du tronc pourraient faciliter les oscillations

locomotrices des réseaux thoraciques entrainées par les réseaux locomoteurs lombaires.

La coordination de l'activité des réseaux axiaux et lombaires devient toutefois
critique dans certaines circonstances, notamment au cours de la locomotion. La marche
quadrupéde a vu l'apparition des CPGs gouvernant la production et I'organisation de
I'activité rythmique des membres. Il a été montré que les muscles du dos chez les
mammiféres sont rythmiquement actifs au cours de la locomotion (Thorstensson et al.,
1982; Zomlefer et al., 1984b; Koehler et al., 1984; Geisler et al., 1996). Dans notre étude
nous avons mis en évidence une population de motoneurones axiaux directement contrélée
par les réseaux moteurs lombaires. Ces motoneurones semblent étre responsables de la
courbure du tronc observé au cours de la locomotion chez le rat, et participeraient au
couplage nécessaire entre 'activité locomotrice et I'activité posturale dynamique du tronc.

Une organisation temporelle précise de I'activité de ces deux régions est enregistrée
sur une préparation de moelle épiniere de rat nouveau-né. Plusieurs mécanismes semblent
participer au contréle de cette organisation. Nous avons vu que les relations de phases
thoraco-lombo-sacrées dépendent du contexte neuromodulateur, chaque amine
déclenchant un patron moteur spécifique. In vivo, ces amines proviennent des structures
supérieures et sont relarguées dans a la moelle épiniére par les voies descendantes. Nous
avons vu que lors de la perfusion de plusieurs amines en simultanée sur une préparation de
moelle épiniére isolée, I'organisation temporelle qui prédomine est celle déclenchée par
I'application de 5HT. Ce résultat est peut-étre di a la trés grande sensibilité des réseaux
thoraciques a la 5HT, par rapport a la dopamine et la noradrénaline. De plus la 5HT

déclenche une onde de propagation métachronale le long des segments lombo-thoraciques
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Figure 1 : Représentation schématique des voies de projections impliquées dans le couplage des
réseaux thoraciques et lombaires, et des voies vestibulospinales.



et pourrait donc étre responsable du mouvement de flexion enregistré dans les muscles du
dos au cours de la marche. Il a été montré chez ’lhomme que I'onde de flexion du dos varie
en fonction de I'allure de I'individu. Ainsi, lors d'un mouvement locomoteur a grande vitesse,
le tronc devient rigide de maniéere a permettre un mouvement locomoteur optimal (de Seze
et al.,, 2008). Nous avons mis en évidence dans notre préparation que la perfusion de
noradrénaline synchronise les activités motrices lombaires et thoraciques. Cela suggére que
la noradrénaline pourrait étre responsable de la rigidité du tronc au cours d’'un mouvement
a grande vitesse. Tous ces résultats soulignent la nécessité d’un contrble précis de la
coordination entre les réseaux thoraciques et lombaires pour favoriser I'ensemble des
comportements locomoteurs.

Comme chez les Vertébrés inférieurs, la présence de longues fibres propriospinales
impliquées dans la locomotion a été mise a jour dans les segments thoraciques chez le rat
(Juvin & Morin, 2005; Cazalets, 2005). Mais nous avons également montré la présence de
relais prémotoneuronaux au niveau thoracique. |l semblerait que ces relais participent a
I'organisation temporelle du patron d’activité locomoteur entre les segments lombaires et
thoraciques. En effet, lors de leur mise au silence par une application d’une solution de bas
calcium-haut magnésium, les relations de phases entres les activités motrices lombaires et
thoraciques sont modifiées. Le réle exact de cette double commande n’est pas encore bien
établi, mais elle pourrait participer a aumenter la flexibilité de ces réseaux, en jouant par
exemple sur le recrutement et I'excitabilité des neurones moteurs. De plus ces relais
thoraciques pourraient participer a la propagation métachronale rostro-caudale de la
commande locomotrice observée in vivo et in vitro (Falgairolle & Cazalets, 2007) chapitre 1

et 2 des résultats).

B) Mécanismes sous-tendant le couplage de diverses fonctions motrices.

Dans le but de produire un mouvement moteur optimal, le couplage de plusieurs
fonctions motrices est nécessaire. Dans cette thése nous avons montré I'importance d’'une
interaction entre la fonction locomotrice et posturale, et notamment entre les réseaux
lombaires et thoraciques. Chez les espéces quadrupedes, la locomotion est assurée par les
réseaux locomoteurs cervicaux et lombaires, responsables de l'activation des membres
antérieurs et postérieurs respectivement (Cazalets et al., 1995; Kjaerulff & Kiehn, 1996;

Ballion et al., 2001). Dans 'optique de produire un comportement moteur efficace il est
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donc indispensable que ces réseaux engagés dans la méme fonction, interagissent en
permanence afin de produire des activités motrices hautement coordonnées. Il a été montré
une asymétrie dans les mécanismes de coordination entre les CPGs locomoteurs cervicaux et
lombaires. En effet, lorsque les réseaux locomoteurs lombosacrés sont activés
pharmacologiquement, ces derniers peuvent entrainer a leur propre rythme les CPGs
cervicaux (Juvin & Morin, 2005). A linverse, I'activation pharmacologique des réseaux
locomoteurs cervicaux n’induit pas l'activation des réseaux locomoteurs lombaires. Ces
données révéelent I'existence de projections caudo-rostrales excitatrices directes entre les
CPGs locomoteurs lombaires et cervicaux. De par leur localisation entre les réseaux
lombaires et les centres supraspinaux, les réseaux thoraciques propagent des informations
ascendantes et descendantes et pourraient jouer un réle important dans la transmission de
cette commande locomotrice lombaire sur les CPGs cervicaux. En effet, leur activation
augmente la force de coordination entre I'activité générée par les réseaux cervicaux et
lombaires (Juvin & Morin, 2005). A I'inverse, le blocage de la transmission synaptique des
réseaux thoraciques entraine une diminution de cette coordination (Juvin et al., 2012). Ainsi,
ces projections ascendantes, impliquant des relais thoraciques, participe a la création d’un
gradient d’excitabilité caudo-rostral, permettant la coordination des membres antérieurs et
postérieurs. Il a été proposé que ces relais thoraciques impliqués dans les coordinations
intrappendiculaires pourraient participer au controle des différentes formes de couplages
observés entre les membres antérieurs et postérieurs durant diverses allures locomotrices

(marche, bond) (Juvin & Morin, 2005; Juvin et al., 2012).

La coordination entre les fonctions motrices et respiratoires est également
extrémement importante. La respiration est une fonction motrice spontanée, générée chez
les Vertébrés supérieurs par des CPGs localisés au niveau bulbo-pontique : le complexe pre-
Botzinger (preBoC) et le groupe respiratoire parafacial (pFRG). C’est une fonction soumise a
des ajustements permanents. Par exemple lors d’un exercice physique intense, il est
indispensable que I'activité ventilatoire soit modulée afin de répondre a I'augmentation des
besoins en O, de I'organisme. Ainsi lors d’un épisode de locomotion, une augmentation de la
fréquence respiratoire couplée a I'activité locomotrice est observée a la fois in vivo (Bramble
& Carrier, 1983) et in vitro (Le Gal et al., 2014). Cette coordination locomotion-respiration

reposerait en partie sur la présence de projections ascendantes directes issues des réseaux
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locomoteurs spinaux sur les centres respiratoires du bulbe rachidien (Le Gal et al., 2014). Ces
entrées en provenance des centres locomoteurs lombaires augmentent |'excitabilité de
centres respiratoires bulbaires et ainsi induisent une augmentation de la fréquence

respiratoire.

La présence de longues voies de projections ascendantes en provenance des réseaux
moteurs a également été mise en évidence dans les mécanismes de stabilisation du regard.
Si le tronc est activité rythmiquement au cours de la locomotion, les mouvements de la téte
sont également coordonnés a l'activité locomotrice. Ces mouvements provoquent des
déplacements de l'image sur la rétine, ce qui cause une dégradation du processus
d’intégration des informations visuelles. Or il est nécessaire de percevoir correctement son
environnement au cours de la marche. Afin de stabiliser le regard et de maintenir 'acuité
visuelle lors de la locomotion, la déviation de I'image sur la rétine est minimisée par une
réaction dynamique de I'eeil et / ou des corrections des mouvements de la téte qui chez les
Vertébrés, sont classiquement attribués a l'action de réflexes visio-vestibulaires et
proprioceptifs (Angelaki & Hess, 2005). Des études menées chez le poisson zebre et le
Xénope ont montré qu’outre ces systemes sensoriels, la stabilisation du regard impliquerait
un systéme de contréle basé sur des copies d’efférences des informations motrices spinales
(Stehouwer, 1987; Combes et al., 2008; Lambert et al., 2012). Chez la larve de Xénope, la
nage est produite par des oscillations du corps se propageant de la téte vers la queue,
provoquant des mouvements de la téte dans le plan horizontal. Ces mouvements sont
accompagnés par des rotations des yeux dans le sens opposé aux mouvements du corps
(Combes et al., 2012), contrdlés par une paire de muscles extraoculaires latéraux et médians
fonctionnant en synergie. De maniéere intéressante ces mouvements des yeux persistent
apres immobilisation de la téte et suppression des organes vestibulaires, lors de
mouvements locomoteurs de la queue. Sur une préparation réduite de Xénope ou la moelle
épiniére est isolée et ou les yeux sont conservés, des épisodes de nage fictive déclenchent
des rotations des yeux. L'activité musculaire enregistrée au niveau des muscles
extraoculaires révele des bouffées d’activité en opposition de phases avec l'activité
enregistrée au niveau d’une racine ventrale spinale ipsilatérale (Fig. 2) (Combes et al., 2012).
Ces résultats sont retrouvés chez I'adulte lors d’épisodes de nage appendiculaires ou

I'activité des nerfs extraoculaires est synchrone avec I'activité enregistrée au niveau du nerf
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innervant les muscles extenseurs des membres postérieurs (Uckermann et al., 2013). Ces
données indiquent que les mouvements correcteurs des yeux au cours de la locomotion ne
dépendent pas des retours somatosensoriels, ni des noyaux vestibulaires, mais sont

controlés par les CPGs locomoteurs spinaux.

Malgré I'apparente facilité du mouvement locomoteur, basé sur |'alternance des
membres, la locomotion est en fait au centre de couplages complexes entre différents
systémes moteurs et sensoriels. Etonnamment, ces couplages fonctionnels (locomotion-
posture, locomotion-respiration, stabilisation du regard) reposent sur des mécanismes
similaires. L'ensemble de ces données révele le réle prépondérant des voies de projections
ascendantes, directes ou indirectes, en provenance des réseaux locomoteurs lombaires dans
le couplage des différentes fonctions motrices. Il semble que les réseaux lombaires jouent
un role de chef d’orchestre dans la coordination des systémes moteurs en envoyant des
copies d’efférences aux différents réseaux moteurs. Ces copies d’efférentes issues des CPGs
sont largement présentes chez les Vertébrés, faisant partie par exemple de la boucle spino-
bulbo-spinale chez la lamproie (Buchanan & Einum, 2008), ou encore des voies spino-
rubrales (Vinay et al., 1993) et des voies spino-cérébelleuses chez le chat (Fedirchuk et al.,
2013). Cette connectivité contribuerait ainsi a favoriser une coordination rapide et efficace

entre deux systemes moteurs anatomiquement et fonctionnellement distincts.

C) Conséquences physiopathologiques

Un intérét particulier de notre modele d’étude est le fait que les mécanismes
neuronaux de base chez les bipedes et les quadrupédes sont partagés, y compris les circuits
spinaux des réseaux locomoteurs et axiaux, et les voies propriospinales qui coordonnent ces
réseaux (Wannier et al., 2001; Dietz & Michel, 2002).

Or comprendre les mécanismes impliqués dans la coordination entre les membres et
les réseaux axiaux revét un aspect crucial dans un contexte de réhabilitation fonctionnelle
aprés une lésion médullaire. En effet, un des défis les plus importants dans la récupération
d’un controle de la fonction locomotrice, est de recouvrer un équilibre postural dynamique,
compatible avec I'exécution de mouvements locomoteurs. Des données cinématiques et
électromyographiques récentes suggérent que des patients présentant une Iésion

médullaire, totale ou partielle, peuvent en utilisant de maniére intensive leur bras et/ou leur
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Figure 2 : Contréle de I'activité des nerfs moteurs extraoculaires par la moelle épinére, chez le Xénope.
(A1) Préparation de moelle épiniere-tronc cérébral in vitro de larve de Xénope illustrant le dispositif
expérimental. (A2) Les bouffées d’activités rythmiques sont coordonnées entre la racine ventrale spinale 12
(noir) et les nerfs moteurs extraoculaires gauche (bleu) et droit (rouge). Les panneaux inférieurs montrent
la décharge lors des cing cycles présentés dans le panneau supérieur, et la décharge moyenne (+SEM, zone
ombrée sur chaque trace) pour un cycle locomoteur moyen, calculé a partir de 25 cycles consécutifs.
(modifié d'apés Lambert et al., 2012) (B1) Préparation de moelle épiniére-tronc cérébral in vitro de Xénope
juvénile illustrant le dispositif expérimental. (B2) L'activité enregistrée au niveau des nerfs extraoculaires
(ri-Ocl, le-Ocl, ri-Abd) est coordonnée avec l'activité motrice enregistrée au niveau du nerf extenseur droit
lors d'épisodes de nage fictive spontannés (ri-Ext). (modifié d'apées von Uckermann et al., 2013)



rachis supra lésionnel, activer la moelle sous |ésionnelle et ainsi récupérer une activité
locomotrice des membres inférieurs (Grasso et al., 2004). Cette étude suggére que la
musculature axiale peut contribuer a une amélioration de la fonction locomotrice via un
couplage mécanique et musculaire le long du tronc pour recruter, dans la partie caudale
sous lésionnelle, les motoneurones thoraciques bas et les motoneurones lombaires via des
réflexes d’étirement.

Chez un humain présentant une lésion de la moelle épiniére, la capacité de ré-
exprimer un mouvement locomoteur augmente avec le niveau de la lésion spinale (Dietz et
al., 1999). Ces résultats sont également compatibles avec les découvertes récentes obtenues
chez le rat nouveau-né, ou le degré de couplage entre les réseaux des membres locomoteurs
antérieurs et postérieurs est renforcé quand l'intégrité fonctionnelle des circuits thoraco-
lombaire est augmentée dans la direction rostrale (Juvin & Morin, 2005). Dans ce contexte il
est donc particulierement pertinent d’examiner la possibilité que les réseaux neuronaux
axiaux puissent étre toujours actifs et puissent interagir avec les réseaux lombaires
contrélant les jambes. Ainsi, la capacité rythmogene des réseaux spinaux du tronc pourrait

donc étre une base pour de futures stratégies de rééducation thérapeutiques.

Les lésions spinales ne sont pas les seules troubles physiopathologiques entrainant
des problémes locomoteurs et posturaux. Une posture anormale est une caractéristique
récurrente dans la maladie de Parkinson, avec plus de 30% des patients présentant une
déformation de leurs membres, de la nuque, et du tronc. Certains patients atteints de la
maladie de Parkinson (2% -12,3%) présente des anomalies graves de l'alignement du tronc,
avec par exemple une camptocormie (une courbure accentuée du tronc vers I'avant), un
syndrome de Pise (flexion latérale du tronc), et un antecollis (flexion soutenue de la nuque).
Ces troubles posturaux induisent a la fois une déficience fonctionnelle avec une restriction
des mouvements du tronc, des maux de dos, une dépréciation de I'équilibre, et une difficulté
pour marcher, causant un risque accru de chutes. Peu de traitements sont disponibles pour
ces symptomes, en effet certains troubles comme par exemple la camptocormie ne sont pas
sensibles a la L-DOPA, traitement phare de la maladie de Parkinson (Djaldetti et al., 1999;
Azher & Jankovic, 2005). Des injections de toxine botulique dans certains muscles du tronc
(rectus abdominis, iliopsoas et des muscles paraspinaux) sont parfois utilisés avec succes

chez certains patients ((Azher & Jankovic, 2005), mais cette méthode reste encore tres peu
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utilisée. Les stimulations sous-thalamiques profondes ont donné des résultats trés variables
dans le traitement de la camptocormie, avec une nette amélioration de la posture observée
chez certains patients (Yamada et al., 2006; Hellmann et al., 2006; Sako et al., 2009), ou
aucune amélioration observée chez d’autres (Capelle et al., 2011). Des chirurgies spinales
ont été utilisées pour corriger les déformations posturales, en particulier apres I'échec des
traitements décrits précédemment, chez des patients Parkinsoniens. Cette approche reste
compliquée mais améliore la condition de certains sujets (Peek et al., 2009; Koller et al.,

2010; Wadia et al., 2011).

Les flexions du tronc sont une observation clinique trés fréquente chez les patients
atteints de la maladie de Parkinson mais la physiopathologie de l'instabilité posturale dans la
maladie de Parkinson reste mal comprise. Des études menées sur des modeéles de rats hémi-
parkinsonien (causé par une injection unilatérale de 6-OHDA dans l'aire tegmentale
ventrale) ont montré qu’une dégénérescence unilatérale de la voie nigrostriée déclenche
des rotations spontanées de I'animal du c6té de la Iésion (Ungerstedt & Arbuthnott, 1970).
Ces observations comportementales sont consistantes avec les découvertes cliniques
montrant que l'inclinaison du tronc penche vers le c6té du corps le plus affecté chez un
patient Parkinsonien (Duvoisin & Marsden, 1975).

La rigidité musculaire est définie comme une augmentation persistante du tonus
musculaire ne dépendant pas de la vitesse. Des travaux récents ont montré que les patients
atteints de la maladie de Parkinson (et ne présentant pas spécifiquement une atteinte de la
posture axiale) ont un tonus de la musculature axiale supérieur aux sujets controles (Wright
et al., 2007). Ces patients Parkinsoniens présentent une diminution des mouvements le long
de I'axe spinale (Schenkman et al., 2001; Nikfekr et al., 2002), et de plus ils répondent
anormalement a des perturbations induites au cours de la phase de transfert du cycle
locomoteur, montrant une flexibilité intersegmentaire réduite (Carpenter et al., 2004; Horak
et al., 2005). Il a été suggéré que le mécanisme de stabilisation réactive du tronc, observée
lorsque la posture est perturbée, est activé en continu chez les patients Parkinsonien,
entrainant un recrutement et une activation musculaire anormale de la musculature
axiale (Broussolle et al., 2007).

Outre des aspects moteurs, le maintien de la posture dépend en partie de la capacité

du systeme de controle postural a intégrer les informations sensorielles visuelles,
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proprioceptives et vestibulaires. Des études ont montré qu’une déficience de la fonction
vestibulaire peut provoquer des modifications posturales observées chez les patients
parkinsoniens, présentant une flexion latérale du tronc (Vitale et al., 2011). Un
hypofonctionnement vestibulaire ipsilatérale au c6té de la flexion a été identifié chez ces
patients. Il a été montré que cet hypofonctionnement peut apparaitre dés les stades
précoces de la maladie de Parkinson, avant méme |'apparition d’une flexion latérale (Vitale
et al., 2011). Ce résultat est cohérent avec ceux obtenus chez le Xénope, ou il a été montré
gu’une labyrinthectomie unilatérale provoque une déformation scoliotique du coté lésé
(Lambert et al., 2013). Récemment une méthode de détection basée sur une analyse des
réponses du systeme vestibulaire enregistré en électrovestibulographie suite a une

inclinaison de I'ensemble du corps, a été proposée pour diagnostiquer la maladie de

Parkinson (Dastgheib et al., 2012).

L'ensemble de ces données montre le role central du tronc dans le maintien de
e e eton . . . L
I’équilibre, et I'intérét fonctionnel et physiopathologique de comprendre les mécanismes

neuronaux moteurs et sensoriels participant au contréle de la musculature axiale.

E) Perspectives

Les résultats obtenus au cours de ce travail doctoral ont permis d’apporter de
nouveaux éléments dans la compréhension des mécanismes impliqués dans la coordination
entre les fonctions locomotrice et posturale dynamiques, mais plusieurs points restent a
aborder, notamment dans I'étude de linfluence des noyaux vestibulaires sur réseaux

locomoteurs spinaux. Ainsi plusieurs questions sont soulevées par ces travaux :

Nous avons montré dans le chapitre 3 des résultats que les afférences vestibulaires
projettent sur 'ensemble des segments spinaux cervicaux, thoraciques et lombaires. Nous
avons mis en évidence une commande synaptique en provenance des noyaux vestibulaires
sur les motoneurones fléchisseurs lombaires. Or nous savons que les muscles extenseurs
antigravitaires jouent un role trés important dans le maintien de I’équilibre. Dans ses
travaux, Orlovsky a montré que la stimulation du nerf vestibulaire latéral chez le chat au
repos déclenche une réponse dans les motoneurones extenseurs. Ce résultat est retrouvé
lorsque le chat réalise des épisodes locomoteurs (Orlovsky, 1972). Il serait donc intéressant

de poursuivre nos travaux en enregistrant les motoneurones extenseurs lombaires dans une
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préparation de moelle épiniere de rat. De plus nous avons vu que les réseaux thoraciques
répondent de maniére importante a une stimulation des noyaux vestibulaires. De la méme
maniére nous pourrions enregistrer les motoneurones thoraciques ce qui nous révelerait la

commande synaptique impliquée dans le contréle du tronc.

Chez le Xénope, la stabilisation du regard implique des copies d’efférences en
provenance des CPGs spinaux. La locomotion étant une fonction extrémement bien
conservée d’un point de vue évolutif, nous pouvons supposer qu’un tel mécanisme puisse
étre retrouvé chez le rat. Pour répondre a cette question nous proposons de développer une
préparation de tronc cérébral-moelle épiniére isolée ol les nerfs oculomoteurs seraient
conservés. |l conviendra de |éser les noyaux vestibulaires afin de supprimer une éventuelle
influence de ces noyaux. Une activation pharmacologique de la moelle épiniére permettra
de déclencher des épisodes de locomotion fictive, et dans cette condition nous pourrons
enregistrer les sorties motrices au niveau des nerfs oculomoteurs commun et/ ou externe (llI
et VI respectivement). Cela nous permettra de déterminer si leur activité est coordonnée
avec l'activité motrice enregistrée au niveau des muscles locomoteurs fléchisseurs et
extenseurs des membres postérieurs. En se basant sur ce qui a déja été observé chez le
Xénope juvénile (post-métamorphose) (Uckermann et al., 2013), les résultats de cette étude
pourraient mettre en évidence une synchronisation entre I'activité oculomotrice et I'activité

des muscles extenseurs des membres postérieurs au cours d’épisodes de locomotion fictive.

Un inconvénient de notre modele d’étude est la non-sélectivité de la stimulation du nerf
VIl qui ne nous permet pas de discriminer I'effet des canaux semicirculaires, et des organes
otolitiques. Nous proposons donc de développer un modele de préparation semi-intact ou la
moelle épiniere et le tronc cérébral seraient isolés de la méme maniere que précédemment,
mais ol les organes vestibulaires seraient conservés. Grace a une table oscillante nous
pourrions induire des rotations de la préparation qui activerait spécifiquement les canaux

semicirculaires et ainsi enregistrer la réponse spécifique déclenchée au niveau spinal.
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Studies devoted to understanding locomotor control have mainly addressed the functioning
of the neural circuits controlling leg movements and relatively little is known of the operation
of networks that activate trunk muscles in coordination with limb movements. The aim
of the present work was (1) to identify the exogenous neurotransmitter cocktail that
most strongly activates postural thoracic circuitry; (2) to investigate how the biogenic
amines serotonin (5-HT), dopamine (DA), and noradrenaline (NA) modulate the coordination
between limb and axial motor networks. Experiments were carried out on in vitro isolated
spinal cord preparations from newborn rats. We recorded from ventral roots to monitor
hindlimb locomotor and axial postural network activity. Each combination of the three
amines with excitatory amino acids (EAAs) elicited coordinated rhythmic motor activity at
all segmental levels with specific characteristics. The variability in cycle period was similar
with 5-HT and DA while it was significantly higher with NA. DA elicited motor bursts of
smaller amplitude in thoracic segments compared to 5-HT and NA, while both DA and NA
elicited motor bursts of higher amplitude than 5-HT in the lumbar and sacral segments. The
amines modulated the phase relationships of bursts in various segments with respect
to the reference lumbar segment. At the thoracic level there was a phase lag between
all recorded segments in the presence of 5-HT, while DA and NA elicited synchronous
bursting. At the sacral level, 5-HT and DA induced an intersegmental phase shift while
relationships became phase-locked with NA. Various combinations of EAAs with two or
even all three amines elicited rhythmic motor output that was more variable than with one
amine alone. Our results provide new data on the coordinating processes between spinal
cord networks, demonstrating that each amine has a characteristic “signature” regarding
its specific effect on intersegmental phase relationships.

Keywords: dopamine, serotonin, noradrenaline, locomotion, posture, spinal cord, neuromodulation

INTRODUCTION

The achievement of efficient locomotory movements necessary
for survival in a demanding external environment requires the
integrated functioning and synergistic action of many mus-
cle groups in order to ensure the appropriate positioning of
all body regions during self-motion (Cazalets, 2000; Falgairolle
etal., 2006). However, most studies devoted to understand-
ing locomotor control in humans and quadrupeds (Rossig-
nol, 1996; Duysens and Van de Crommert, 1998) have only
addressed the functioning of the neural circuits controlling
leg movements, and relatively little is known about the func-
tioning of neuronal networks that activate trunk muscles in
coordination with limb movements (Thorstensson etal., 1982;
Koehler etal., 1984; Zomlefer etal., 1984; Gramsbergen etal.,
1999; De Seze etal., 2008; Rauscent etal., 2009; Combes etal.,
2012). Similarly, the role of the forelimbs during locomotion
remains poorly understood (Akazawa etal., 1982; Duenas etal,,
1990; Ballion etal., 2001; Zehr and Duysens, 2004). Indeed all
these motor networks do not operate in isolation but interact
with each other, and it is only recently that increasing atten-
tion has been paid to the interactive functioning of various
spinal segments in quadrupedal mammals and humans during

locomotion (Cazalets, 2000; Wannier etal., 2001; Dietz, 2002;
Falgairolle et al., 2006, 2013; Maclellan et al., 2011; Nakajima et al.,
2013).

Several seminal reviews (Harris-Warrick, 2011; Miles and Sil-
lar, 2011) have recently highlighted the role of neuromodulators
in governing the functional flexibility of spinal circuitry. The
motor networks responsible for locomotor activity and which
are the potential targets of neuromodulators are intrinsic to the
spinal cord and can generate rhythmic motor activity in the
absence of sensory feedback. The cervical and lumbar enlarge-
ments contain the neural machinery necessary to operate the
fore- and hind-limbs, respectively, while thoracic and sacral
segments control the axial systems. As underlined by Harris-
Warrick (2011), neuromodulatory actions are required for the
normal function of these networks. In using the in vitro iso-
lated spinal cord from new born rat, the neuromodulatory impact
of the three biogenic amines serotonin, dopamine (DA), and
noradrenaline (NA) on locomotion has been extensively stud-
ied. Their effect had been previously established for the motor
activity generated by the lumbar segments and subsequent stud-
ies further investigated aspects of their pharmacological features
(Cazalets etal., 1992; Kiehn and Kjaerulff, 1996; Kiehn etal.,
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1999; Sqalli-Houssaini and Cazalets, 2000; Barriere etal., 2004;
Madriaga etal., 2004; Pearlstein et al., 2005; Gordon and Whelan,
2006; Liu etal.,, 2009). It has been shown that they may dif-
ferentially modulate a motor pattern according to the specific
receptor subtypes they activate (for review, see Miles and Sil-
lar, 2011). 5-HT exerts an excitatory (permissive) effect through
an activation of 5-HT2 and 5-HT7 receptors (Madriaga etal,
2004; Pearlstein etal., 2005; Liu etal.,, 2009) or an inhibitory
(suppressive) action through 5-HT1 receptor activation (Beato
and Nistri, 1998) on motoneurons or interneurons (Zhong etal.,
2006a). Similarly, NA (Kiehn etal., 1999; Sqalli-Houssaini and
Cazalets, 2000), exerts a multi-modal control of lumbar loco-
motor networks through an a1 receptor mediated activation and
an o2 receptors mediated inhibition (Sqalli-Houssaini and Caza-
lets, 2000; Gabbay etal., 2002; Gordon and Whelan, 2006). The
dopaminergic modulation of lumbar locomotor patterns (Kiehn
and Kjaerulff, 1996; Whelan etal., 2000; Madriaga etal., 2004)
is mediated via D1 and D2 receptor activation leading to an
increase in motoneuron and Hb-9 interneuron excitability (Han
etal., 2007). Most of the effects reported for these drugs were also
found to occur in spinally transected adult rodents (Landry etal.,
2006; Lapointe and Guertin, 2008; Lapointe etal., 2008, 2009).
Surprisingly, however, despite the numerous studies that have
investigated the individual action of each amine alone or in com-
bination with excitatory amino acids (EAAs), there has not been
a study that has systematically compared the action of the three
amines, alone or in various combinations, on locomotor pattern
genesis.

The aim of the present study therefore was (1) to identify
the neuromodulator mixture that most strongly activates spinal
motor networks involved in hindlimb and axial muscle control;
(2) to investigate how the biogenic amines serotonin (5-HT), DA,
and NA, shape the operation of and the interactions between
the limb and axial motor networks during ongoing locomotor-
like rhythmogenesis initiated by excitatory amino-acid receptor
activation.

MATERIALS AND METHODS

Experiments were performed on the in vitro isolated spinal cord
of newborn Sprague—Dawley rats aged between 1 and 5 post-natal
days (P1-P5, n =25 preparations). All procedures were conducted
in accordance with the local ethics committee of the University of
Bordeaux and the European Committee Council Directive. All
efforts were made to minimize animal suffering and to reduce the
number of animals.

IN VITRO 1ISOLATED SPINAL CORD

Rat pups were anesthetized using isofluorane until no reflex could
be elicited in response to tail or toe pinching. Animals were decap-
itated, the skin of the back removed, and the preparations were
placed ventral side up in a dissecting chamber. A laminectomy was
performed to expose the spinal cord that was then dissected out
using fine forceps and microscissors under binocular microscope
control. Dissections and recording procedures were performed
under the continuous perfusion of an artificial cerebrospinal fluid
(aCSF) equilibrated with 95% 0,-5% CO,, pH7.4 at room tem-
perature (24-26°C) and containing (mM): NaCl 130, KCI 3, CaCl,

2.5, MgSoys 1.3, NaH,PO4 0.58, NaHCO3 25 and glucose 10.
Spinal cords were sectioned at the T2 level at the beginning of
the experiment.

ELECTROPHYSIOLOGICAL RECORDINGS AND ANALYSIS

Extracellular motor activities were recorded from various spinal
cord ventral roots using Vaseline-insulated, stainless steel pin elec-
trodes at the lumbar level and glass suction electrodes for the
shorter thoracic ventral roots. Recorded activities were amplified
using custom-made amplifiers then digitized (Digidata 1322A,
Molecular Device, CA, USA) using an interface driven by Axo-
graph software (Axograph, AU). The raw signals were high-passed
(50 Hz), rectified and integrated before analysis. Burst amplitudes
(trough to peak) and locomotor pattern cycle periods were cal-
culated using a program developed in Matlab (Mathworks) based
on burst onset and offset detection. Since it is not possible to
compare absolute amplitude values of extracellular data between
experiments, we calculated only the relative change in amplitude
from a control condition. Such amplitude changes could be either
due to changes in firing frequency of already active motor units or
to a recruitment of previously silent units. Due to the difficulty in
establishing stable and persistent rhythmic locomotor-like activ-
ity with bath-application of EAAs alone, the combination of EAAs
and 5-HT that is the most commonly used cocktail to induce
locomotor-related activity in vitro (Sqalli-Houssaini etal., 1993)
was taken as the reference condition to compare the actions of the
amines.

We used recordings at L2 as the reference trace because it
invariably exhibited the best signal-to-noise ratio. Pair-wise phase
relationships between bursting activities recorded simultaneously
from different ventral roots were calculated using wavelet trans-
form analysis (for an extensive description of the method see
Grinsted etal., 2004; Mor and Lev-Tov, 2007; Torrence and
Compo, 2010). For this purpose, we used custom-made soft-
ware based on the MatLab wavelet coherence package provided
by Aslak Grinsted (http://noc.ac.uk/using-science/crosswavelet-
wavelet-coherence). For each pair-wise recording we performed
both a cross wavelet transform and a wavelet coherence determi-
nation. The results obtained with both algorithms were combined
into a single time-frequency map so as to extract phase relation-
ships from delineated coherent common high power frequency
regions. Phase values were plotted as a circular representation
(0-1 rad), with the mean phase being indicated by the direction
of the vector, and its length (range from 0 to 1) indicating the
strength of the mean.

PHARMACOLOGY

Episodes of locomotor-like activity were elicited by the exogenous
application of a mixture of 15 pM N-methyl-D,L-aspartate (NMA,
Sigma) and serotonin (5-HT, Sigma) and/or DA (Sigma), and/or
NA (Sigma). DA and NA were freshly prepared and protected from
light exposure during bath superfusion in order to prevent photo-
degradation. Sodium metabisulfite (0.1%; Sigma) was also added
to the DA supply in order to prevent oxidation (Barriere etal.,
2004). Drugs were bath-applied using a peristaltic pump (flow
rate 4 ml/min; recording chamber volume 4 ml). The effects of the
drugs were monitored from 5 to 10 min after reaching the Petri
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dish (the time required for total replacement of the normal saline
and diffusion into the tissue).

Different drug combinations were tested on the same prepa-
ration in a random order except for DA. Since we previously
demonstrated that high DA concentrations (500 M) may exert
long-lasting effects on the in vitro newborn rat spinal cord (Bar-
riere etal., 2004), this amine was always tested after the other
amines in a given experiment and at a 10 times lower concentra-
tion than that found to exert prolonged actions (i.e., 50 WM instead
of 500 pM). When different drug concentrations were tested in
the same preparation, we always began with the lowest concen-
tration. Total drug application lasted 20 min. During an episode
of locomotor-like activity, cycle periods were initially longer and
then shortened progressively until stable rhythmicity was reached
within 5 min (Sqalli-Houssaini etal., 1993; Cazalets etal., 1999).
All measurements were performed on 30 consecutive cycles dur-
ing this steady-state condition. Each drug bath-application was
followed by a prolonged wash out with normal saline for at least
30 min.

STATISTICAL ANALYSIS

Data were tested for normality, and in its absence, non-parametric
analysis was applied. Statistical analyses were performed using
Prism software (Graphpad software, CA, USA). The coefficient of
variation (COV), known as “relative variability,” was determined
by the SD divided by the mean and expressed as a percent. In each
experiment it was calculated from the same recording sequence as
the motor period and amplitude. The degree of variability (or sta-
bility) of the motor pattern cycle period was assessed by computing
the COV. Comparisons between conditions were performed using
Student’s t-test, one-way or two-way ANOVA with Tukey’s test
post hoc analysis. The equality of group variance was tested using
the Bartlett’s test or the F test.

Statistical analyses of circular data were performed on raw data
by descriptive statistics of circular distribution using IgoPro soft-
ware (Wavemetrics, OR, USA) and Oriana software (KCS, UK).
The Rayleigh test was used to determine the coupling strength.
The Watson—Williams test (a circular analog of the one-factor
ANOVA, Berens, 2009) and a non-parametric second-order two-
sample test (which is less sensitive to departure from normality)
consisting of pre-processing where the grand mean is subtracted
from the two inputs followed by application of Watson’s U2-test
(IgoPro software, Wavemetrics, OR, USA) were used.

The significance threshold was taken to be p < 0.05 unless
otherwise specified. All data values in the text are means & SEM.

RESULTS

Since no direct comparison of the neuromodulatory action of the
three monoamines 5-HT, NA and DA has been so far reported,
we first established how they each modulate the basic rhythmic
motor activity elicited by EAAs. For this purpose we recorded
ipsi- and contra-lateral L2 and L5 lumbar ventral roots to respec-
tively monitor the flexor and extensor phases of the motor pattern
cycle (Figures 1A1-A3). From a given experiment we selected
representative episodes of locomotor-like activity with compara-
ble cycle periods elicited by the conjoint bath-application of the
EAA agonist NMA and one amine in order to highlight possible

differences between other parameters (such as COV, phase rela-
tionship, and motor burst amplitude). Several parameters that
characterize the ongoing locomotor patterned activity were then
calculated, namely the cycle period (the time that separates the
onsets of two successive bursts of activity, Figure 1B), the COV
of cycle period which is an index of the temporal regularity of the
motor pattern (Figure 1C) and the burst amplitude (Figure 1D).
Aspreviously found (Sqalli-Houssaini and Cazalets, 2000; Barriere
etal., 2004), there was a significant dose-dependent action for DA
on cycle period (one-way ANOVA, F = 6.06, p = 0.0016) but not
for NA (one-way ANOVA, F = 0.8, p = 0.5) and 5-HT (Student’s
t-test, t = 1.53, p = 0.14), over the range of concentrations tested.
In the present study, subsequent experiments were performed
using DA at 50 wM, an intermediate concentration in the dose-
dependent range. When comparing the variance of cycle period
in the presence of the three amines at the concentrations used in
Figure 1A (and throughout the study), we found that values were
significantly different (Bartlett’s test for equal variance, Bartlett’s
statistics = 10.5, p = 0.005). This variability in cycle period
revealed by the COV calculation (Figure 1C), was comparable
for NMA/5-HT and NMA/DA (9.3 & 1.3% and 11 &+ 2%, respec-
tively) while it was significantly higher for NMA/NA (20.7 4 2.8%,
one-way ANOVA, F = 10.5, p = 0.0002). For each amine, there
was no evident dose-dependency for period variability. Figure 1D
shows the relative changes in motor burst amplitude. For each
trial, the mean burst amplitude of activity in an individual ventral
root under NMA/5-HT was considered as the control condition
and measurements under other pharmacological conditions were
normalized to this value. Both DA and NA significantly increased
the amplitude of flexor (L2) and extensor (L5) motor bursts.
Altogether, these results confirm the previously reported indi-
vidual effects of the amines on EAA-induced locomotor-related
rhythmicity, although our comparative assessment indicates that
each amine exerts a specific action on hindlimb motor network
activity.

In a next step, we tested which amine most strongly activates
the axial and hindlimb motor networks. Figure 2A presents typi-
cal simultaneous recordings from thoracic (T6 and T11), lumbar
(L2) and sacral (S1, S3) ipsilateral ventral roots obtained from
the same experiment in the presence of NMA and successively
5-HT (Al), DA (A2), and NA (A3) at amine concentrations
that elicited motor rhythms with similar cycle periods. Each
amine elicited coordinated motor burst at all segmental levels,
although with qualitative differences. Visual trace inspection sug-
gests that the most striking changes took place in the sacral
burst amplitude in the presence of DA and especially NA. In
the thoracic region, motor bursts were more distinguishable
in the presence of 5-HT than either DA or NA. Figure 2B
indicates the proportion of experiments in which motor bursts
were recorded from thoracic and sacral segments when sus-
tained lumbar locomotor-like activity was elicited as defined in
Figure 1. In this respect, 5-HT and NA were noticeably more
effective than DA. Moreover, relative amplitude calculations indi-
cate that burst amplitudes in thoracic segments were significantly
decreased by DA (Figure 2C; paired Student’s t-test, t = 5.4,
p = 0.0002), while burst amplitude in the sacral segments was
significantly increased by DA (Figure 2C; paired Student’s -test,

Frontiers in Neural Circuits

www.frontiersin.org

August 2014 | Volume 8 | Article 99 | 3



Beliez etal.

Neuromudulation of spinal motor networks

NMA 15uM + 5HT 15uM

w
O

g
= 3
© -
8 8
[

. 3
O

& Q\\Q S & Q\§\ N S & & &

,\\C,. & V:\Q ??)0‘ ‘?(5’ > & ev N ?:" > ?(:)Q‘ &

XQ\ x(,;?‘ X O 9 XQV s N ® >

FIGURE 1 | Comparison of lumbar locomotor network activation in vitro
by 5-HT, or DA or NA. (A) Each amine was added to the bathing saline
containing the NMDA excitatory amino acid receptor agonist NMA (15 wM),
while extracellular recordings were made from the second left and right
lumbar ventral root (IL2, rL2) and the fifth left lumbar ventral root (IL5) of the
isolated spinal cord. (B) Plots of mean cycle period value obtained for
different amine concentrations. A dose-dependent effect is only observable
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for DA. (C) Plots of the coefficient of variation (COV) of cycle period for each
amine (NMA 15 uM, 5-HT 15 uM, DA 50 uM, NA 50 uM), indicating that NA
leads to a more unstable motor activity. (D) Plots of mean relative amplitude
changes normalized to the amplitude observed in the NMA/5-HT condition
(green bar). DA and NA elicit larger burst amplitude in the lumbar ventral
roots. In this and in subsequent figures, the number on each bar histogram
indicates the number of experiments. *p < 0.05.

t = 2.8, p=0.03) and NA (Figure 2C; Student’s t-test, t = 4.5,
p=10.006).

Since the combination of NMA and the amines elicited coor-
dinated rhythmic motor activity in the various spinal cord areas,
we examined whether, in addition to their effects on cycle period
and burst amplitude, they were able to shape locomotor-related
activity by modulating the phase relationships between the vari-
ous segmental levels. Phase relationships were calculated by taking
the ipsilateral L2 ventral root recording as the reference trace
(see Materials and Methods). Figure 3A presents averaged indi-
vidual cycles replicated in a continuous sequence to reveal the
rhythmic nature of the activity (see Figure 6A in Falgairolle and
Cazalets, 2007), in the presence of each of the three amines.
Each time a burst was detected in the reference L2 trace, it
was sampled with the other associated recorded traces. Individ-
ual cycles were superimposed and then averaged. This process
allowed switching from a continuous mode of recording to an
episodic one (Figures 3A and 4B) so as to increase the signal-
to-noise ratio in order to obtain a more accurate detection of
burst peaks (Falgairolle and Cazalets, 2007). None of the amines
elicited significantly different phase relationships in the lumbar
left/right alternating pattern, the flexor and extensor coordination
nor burst durations, as indicated by the strict superimposition of
L2 and L5 traces under all three amine conditions. In contrast,
each amine established a distinct phase relationship between the
thoracic, sacral and lumbar segments. Figure 3B illustrates the
phase relationships between each recording location and reference

L2. Data were pooled for all concentrations tested as there was
no dose-dependent effect of concentration for any amine and
any ventral root (multisample Watson—Williams test, p > 0.1).
Each point in the polar plots represents the mean phase value
obtained in a single experiment, with the vector direction repre-
senting the mean phase value and its length the coupling strength.
Inspection of the polar plots reveals that with 5-HT and DA, the
phase values were more variable between experiments in the sacral
region than in the lumbar or thoracic segments. In the presence
of 5-HT there was a phase lag between lumbar and thoracic seg-
ments that was previously shown to increase significantly with
the intervening distance (Falgairolle and Cazalets, 2007), while
almost synchronous bursting occurred in the recorded thoracic
segments with no phase lag increase with segmental distance in
the presence of DA (mean vector value 0.93 in T6 and 0.88 in T11;
Mardia’s two sample U 0.08, p > 0.2, Figure 3) and NA (mean
vector value 0.94 in T6 and 0.89 in T11; Mardia’s two sample U
0.07, p > 0.2, Figure 3). At the sacral level, a significant progres-
sive phase shift relative to L2 occurred both in the presence of
5-HT (mean vector value 0.61 in S1 and 0.52 in S3; Mardia’s two
sample U 0.24, p < 0.02, Figure 3), and DA (mean vector value
0.91 in SI1, 0.61 in S3; Mardia’s two sample U 0.3, p < 0.005,
Figure 3). In contrast, NA elicited a phase-locked motor pat-
tern with a similar phase relationship at all sacral levels (mean
vector value 0.97 in S1 and 0.93 in S3; Mardia’s two sample U
0.18, p > 0.05, Figure 3). These results therefore demonstrate that
each amine possesses a specific instructive “signature” regarding
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FIGURE 2 | Comparison of axial locomotor network activation in vitro by
5-HT, or DA or NA. (A) Each amine was added to 15 wM NMA-containing
saline during recordings from the sixth and eleventh left thoracic ventral roots
(IT6, IT11), the second left lumbar ventral root (IL2), and the first and third left
sacral ventral roots (IS1, IS3). (B) Plots indicating the percentage of
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experiments in which rhythmic motor activity was observed at a given
segmental level. In these experiments, lumbar locomotor activity was always
expressed. (C) Plots of mean relative amplitude changes normalized to the
amplitude observed in the NMA/5-HT condition (green bar). Note the higher
noradrenergic sensitivity of the more distal segments. *p < 0.05.

its modulatory affect on the distributed temporal aspects of the
motor pattern.

Finally, we investigated different neuromodulatory combina-
tions by mixing EAA receptor agonists with two or even the
three amines (Figure 4). A typical experiment in which the four
drugs were added to the bath saline is shown in Figure 4A.
This neuromodulatory cocktail still elicited rhythmic motor out-
put that, at a first glance, did not differ markedly from the
condition with one amine alone. However, rhythmic bursting
was less frequently observed (67% of experiments, Table 1), in
the thoracic compartment under the multiple amine condition.
Moreover, the amines in combination elicited motor rhythms
with significantly longer cycle periods (Figure 4B; unpaired Stu-
dent’s t-test; 5-HT/DA, t = 2.96, p = 0.0057; 5-HT/DA/NA,
t = 6.82, p = 0.0001) and increased burst amplitude in the
most caudal (L5 and sacral) segments (Figure 4C; paired Stu-
dent’s t-test; 5-HT/NA in L2, t = 2.5, p = 0.04; 5-HT/NA in
L5, t = 2.5, p = 0.04; 5-HT/NA in S1, t = 4.8, p = 0.002; 5-
HT/NA/DA in S1, t = 3.5, p = 0.017). The rhythm stability,
as indicated by the COV was within the same range as values
with the mixture of NMA/5-HT or NMA/DA (see Figure 1C),
ie. 104 £ 1.2% for NMA/5-HT/DA, 13 + 2% for NMA/5-
HT/NA and 12.6 + 3.4% for NMA/5-HT/DA/NA. Moreover,

phase analysis (Figure 4D), revealed that the flexor/extensor rela-
tionship remained extremely stable under all conditions (see also
Figure 3B). In contrast, and especially for the sacral segments, the
phase relationships generally became more variable with a very
small vector length. Interestingly, however, in the mid-thoracic
segment (T6), the phase relationships observed in the presence
of all three amines or 5-HT/DA or 5-HT/NA was close to that
observed in the presence of 5-HT alone (i.e., at about 0.19; see
Table 2).

DISCUSSION

COMBINATORY ACTION OF DRUGS ON MOTOR RHYTHM GENERATION
AND STABILITY

As pointed out by Guertin (2009) there is a need in the field
of spinal cord injury and recovery for elaborating therapeutic
strategies based on drug-induced CPG activation. Hence the iden-
tification of candidate molecules that could become first-in-class
treatments for spinal cord injured patients in animal models
becomes a prerequisite. The first objective of the present work
was therefore to determine which neuromodulator cocktail most
effectively activates spinal motor networks involved in locomo-
tion. In pioneering studies (Kudo and Yamada, 1987; Smith and
Feldman, 1987), the EAA receptor agonist NMDA was reported
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FIGURE 3 | Control of phase relationships by 5-HT, DA, or NA.

(A) Averaged and replicated cycle sequences during locomotor-like activity
induced by a combination of NMA (15 wM) and one of the three amines
(5-HT, 15 uM; DA, 50 uM; NA, 50 wM). Bursts were normalized for the
amplitude. Note phase differences relative to reference L2 bursts shift
occurring in the thoracic and sacral segments. (B) Circular plots showing
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the mean phase values for burst activity in the six ventral roots recorded in
A relative to the L2 ventral root in the presence of each three amines. Each
point is the phase value measured from one experiment. The vector
direction represents the grand mean phase value and its length is a
function of the coupling strength. Data were pooled from all concentrations
tested. i; ipsilateral; ¢, contralateral. *p < 0.05.

as the first molecule to evoke locomotor-like episodes in the iso-
lated neonatal rat spinal cord. Later on, we established 5-HT as
one of the main actors in locomotor network activation in rodents
(Cazalets etal., 1990, 1992), and discovered that the combined
bath-application of 5-HT and EAA agonists was a very effective
way to reliably elicit sustained episodes of locomotor-like activ-
ity (Sqalli-Houssaini etal., 1991, 1993). Since then, it has become
the most widely used method to eliciting locomotor-like activity
in this preparation, and hundreds of reports have been released
based on this seminal observation. In contrast, only few stud-
ies have documented the combined activating action of EAA/DA
or EAA/DA/5-HT (Kiehn and Kjaerulff, 1996; Jiang etal., 1999;
Whelan et al., 2000; Juvin etal., 2005; Zhong et al., 2007; Talpalar
and Kiehn, 2010), or EAA/NA (Kiehn etal., 1999; Sqalli-Houssaini
and Cazalets,2000), and in each case there was no clear experimen-
tal rational for employing this combined EAA/amine approach.
Surprisingly, despite the outstanding opportunity provided by
the use of an in vitro preparation, no study has systematically

addressed the issue of combined drug actions and no compara-
tive study of permissive neuromodulator interactions is available.
Although some idea of the influences of these amines together
can be gleaned indirectly from the literature, the disparity in
protocols used (saline composition, temperature, rat strain,. . .)
has prevented a direct comparison to be made. Furthermore in
most studies, motor output from only the lumbar cord region was
investigated.

An important prerequisite is to clearly define the limits and
the terms of what can be considered as the “optimal” form of
locomotor output in vitro. There is a general consensus in the
field that spinally generated rhythmic motor activity is considered
as “locomotor-like” when alternating flexor and extensor bursts
are recorded extracellularly from the L2 and L5 ventral roots
(Cazalets etal., 1992; Kiehn and Kjaerulff, 1996) and when the
pattern cycle period falls within a range similar to that observed in
the intact animal at the same age (1s; Cazalets etal., 1990; Jamon
and Clarac, 1998). However, caveats in the respect include the
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NMA 15puM + 5HT 15uM + DA 50uM + NA 100puM

X

FIGURE 4 | Control of activity phase relationships by various
combinations of NMA and 5-HT/DA/NA. (A) Simultaneous recordings of
seven ventral roots in the presence of all four drugs. (B) Plots of mean cycle
periods under various drug combinations. (C) Plots of mean relative amplitude
changes normalized to the amplitude observed in the NMA/5-HT condition
(green bar). (D1) Averaged and replicated cycles during locomotorlike activity
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induced by a combination of NMA (15 M) and the three amines in various
combinations. (D2) Circular plots calculated from the recordings in D1
showing the mean phase values for the six ventral roots relative to L2 in the
presence of NMA and the different amine cocktails. All data presented were
obtained at the following drug concentrations: NMA, 15 uM; 5-HT, 15 nM;
DA, 50 uM; NA, 50 pM. *p < 0.05.

effect of temperature on the in vitro rhythm frequency, since from
25°C (the typical mean room temperature used in most in vitro
studies) to 35°C (the usual pup body temperature and the tem-
perature at which in vivo experiments are performed (Cazalets
etal., 1990), the cycle period decreases by more than 50% (Sqalli-
Houssaini etal., 1991). A similar observation has been reported
for saline K* concentration that is frequently twice the normal
concentration (3 mM; Somjen, 1979) measured in the intact ani-
mal. As such, the “best” in vitro motor output pattern would
have a cycle period of ~2-3 s (when taking into account the

slowing down of the motor period resulting from the isolated
CNS conditions), with fictive locomotor episodes lasting for the
duration of drug bath-application (i.e., without receptor desen-
sitization or any other processes that would prematurely curtail
rhythmogenesis) and ventral root bursts that, in a given drug
condition, occur as regularly as possible and with little variation
both in their amplitude and inter-root phase relationships. Based
on these premises, Table 1 summarizes the data collected in the
present and previous studies. It includes data of thoracic, lum-
bar and sacral motor output and under exposure to various drug
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Table 1 | Summary of the effects of 5-HT, DA and NA.

Episode duration Period (s) Period variability (%) Relative Amplitude Presence of motor bursts (%)
Thoracic Lumbar Sacral Thoracic Lumbar Sacral

NMA 3.04+0.5

NMA/B-HT All bath-application 3.55+0.10 9.30 £+ 1.34 1 1 1 98 100 76
NMA/DA 50uM All bath-application 3.47 +0.24 11.04 &+ 1.17 0.66+0.06 140+0.18 154 4+0.21 89 100 79
NMA/NA 50uM  All bath-application 3.8 +0.16  20.68 £+ 2.76 1.184+0.29 1.2240.17 268+045 90 100 100
NMA/5-HT/DA All bath-application 4.41 +0.32 10.38 + 1.79 0.96 +0.10 0.974+0.06 2.354+0.57 85 100 78
NMA/5-HT/NA All bath-application 3.82 +0.36 13.03 £ 1.00 1.044+0.11 1.244+0.09 2.81+037 81 100 83
NMA/5-HT/DA/NA  All bath-application 5.56 + 0.42 12.65 + 3.40 1.06 +£0.177 1.094+0.09 3.35+057 67 100 92

Note that the category “episode duration” indicates that a given neuromodulator cocktail induced rhythmic motor activity throughout bath-application.

Table 2 | Phase and mean vector length (r) value for burst activity in the six ventral roots (Figure 4D2) relative to the L2 ventral root in the
presence of various combinations of NMA and 5-HT/DA/NA.

iTé iT™ cL2 iL5 iS1 iS3

Phase (n) R Phase R Phase R Phase R Phase R Phase R
NMA/5-HT 0.19 (31) 0.86 0.08 (31) 0.88 0.43 (28) 0.93 0.49 (18) 0.91 0.61 (15) 0.41 0.53 (9) 0.92
NMA/DA 0.93 (39) 0.40 0.89 (45) 0.54 0.51 (47) 0.94 0.44 (38) 0.80 0.91 (25) 0.67 0.67 (13) 0.49
NMA/NA 0.94 (21) 0.85 0.90 (23) 0.794 0.48 (26) 0.88 0.49 (23) 0.87 0.97 (21) 0.86 0.93 (13) 0.89
NMA/5-HT/DA 0.19 (11) 0.90 0.12 (12) 0.63 0.48 (12) 0.71 0.49 (10) 0.61 0.41(8)0.18 0.30 (6) 0.27
NMA/5-HT/NA 0.16 (5) 0.74 0.16 (8) 0.19 0.50 (8) 0.92 0.46 (8) 0.89 0.86 (8) 0.66 0.64 (5) 0.84
NMA/5-HT/DA/NA 0.12 (3) 0.42 0.00 (5) 0.56 0.50 (6) 0.97 0.45 (5) 0.95 0.19 (6) 0.16 0.40 (6) 0.21

combinations. A comparison of the compiled values indicates that
there is no optimal way to elicit locomotor-like activity in vitro
since several neurotransmitter combinations are able to elicit sta-
ble rhythmicity with in vitro locomotor compatible periods and
phase-relationships. For example, motor burst amplitude is evi-
dently more sensitive to NA, whereas rhythm stability is provided
by DA or 5-HT. Presumably such differences indicate that the
various parameters of the spinal motor system can be separately
adjusted according to changing behavioral requirements. Never-
theless, it remains apparent that the combination of EAA/5-HT
constitutes a good compromise in terms of rhythm stability, burst
amplitude, and the recruitment of the different spinal compart-
ments. However, specifically for sacral activity, it would be perhaps
more interesting to use NA or DA which elicit higher burst ampli-
tudes. To date it is not possible to determine the location at which
the neuromodulatory processes described here may occur. With
increasing age, there is a decrease in the motor period variability in
the intact animal (Cazalets et al., 1990). Both the bath-application
technique used here and the developmental changes undergone
by neuromodulatory pathways themselves do not allow us to draw
any conclusion about the precise functional role played by each
amine in the intact adult animal.

Rhythmic motor activity elicited by the conjoint bath-
application of EAA agonists and the three amines separately
or in combination always led to locomotor pattern genesis

(Figures 1 and 4). Our previous studies have already described the
pharmacological action of the three amines and how they modu-
late NMA-induced locomotor-like activity (Sqalli-Houssaini et al.,
1993; Sqalli-Houssaini and Cazalets, 2000; Barriere etal., 2004).
In the present study, the same NMA concentration was the
common parameter for all conditions, thus allowing direct com-
parison to be made between the different amine actions. Of the
three amines, however, only 5-HT triggered activity that cor-
responded most closely to actual locomotion in terms of cycle
period and inter-segmental phase relationships. In contrast, nei-
ther NA nor DA alone evokes locomotor-compatible rhythms,
the latter in terms of cycle periods (Kiehn and Kjaerulff, 1996;
Barriere etal., 2004) and the former in terms of cycle peri-
ods and flexor/extensor phase relationships (Kiehn etal., 1999;
Sqalli-Houssaini and Cazalets, 2000; Gabbay and Lev-Tov, 2004).
On this basis, therefore, it could be that the locomotor signa-
ture of spinal output rhythmicity is provided mainly by EAAs
since the activity they elicit possess the closest parameters to
the cycle periods and flexor and extensor alternation observed
in vivo (Kudo and Yamada, 1987; Cazalets etal., 1992). In such a
framework, EAAs could establish basal temporal features of the
motor rhythm with a cycle period that varies according to the
amount of endogenous EAA released (Kudo and Yamada, 1987;
Cazalets etal., 1992; Beato etal., 1997; Talpalar and Kiehn, 2010).
During real CPG operation, the main task of the amines would
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be to modulate this “primary” EAA-induced pattern via their
combinatorial release.

To date, the cellular mechanisms by which the amines exert
their effects remain unclear, although undoubtedly they will be
multiple and complex (Harris-Warrick, 2011). It is likely that each
parameter set by an amine — motor burst period, amplitude and
stability — involves various cellular targets. For example, all three
amines strengthen burst activity, i.e. they increase the amplitude
and regularity of bursting by increasing neuronal excitability at the
motoneuronal and/or premotoneuronal levels (Berger and Taka-
hashi, 1990; Sqalli-Houssaini and Cazalets, 2000; Kjaerulff and
Kiehn, 2001; Gabbay etal., 2002; Zhong etal., 2006b; Han etal.,
2007).

Their dose-dependent action on rhythm cycle period (Caza-
lets etal., 1992; Sqalli-Houssaini and Cazalets, 2000) suggests that
the amines directly access components of the spinal CPG itself.
Moreover, since EAAs and amines individually increase neuronal
excitability, it could be expected that the period of the motor
rhythm induced by their combined presence would be even shorter
than when each compound is acting separately. This was not the
case, and indeed the cycle period was found to be set at an inter-
mediate value between that evoked by EAA or the amine alone
(Figure 1; Table 1). Pharmacological data provide a partial expla-
nation for the aminergic effect on cycle period, since as mentioned
previously, both NA and 5-HT slow down the locomotor rhythm
through an inhibitory action via a2 receptors (Sqalli-Houssaini
and Cazalets, 2000; Gabbay and Lev-Tov, 2004), and 5-HT1 (Beato
and Nistri, 1998), while a1, 5-HT7, and 5-HT2 receptor agonists
have an activatory action on pattern generation (Cazalets etal.,
1992; Sqalli-Houssaini and Cazalets, 2000; Madriaga et al., 2004;
Landry etal., 2006; Liu etal., 2009). Surprisingly, however, DA
which has been reported solely to have activatory effects also slows
down the EAA-induced spinal motor rhythm (Figure 1; Barriere
etal., 2004). Therefore, it is likely that several underlying processes
are operating simultaneously, as reported in other preparations
(Harris-Warrick, 2011; Miles and Sillar, 2011; Clemens etal.,
2012). For example, in the lamprey the serotonin-induced prolon-
gation of motor burst duration and cycle period involves at least
two mechanisms, presynaptic inhibition of glutamate release on
CPG neurons (Schwartz etal., 2005) and post-synaptic blockade
of SAHP (Wallen et al., 1989; El Manira etal., 1994).

AMINERGIC SHAPING OF THE SPINAL MOTOR PATTERN

The physiology of locomotion in quadrupeds relies mostly on
a simplified dichotomy between dynamic locomotor activity in
which only hindlimb movements are considered and postural
activity during static tasks. The main characteristics of locomotor-
like rhythmic activity recorded in the in vitro spinal cord prepara-
tion essentially consist of burst cycle period, alternating left/right
and flexor/extensor phase relationships, and burst duration. We
found here that these parameters were amazingly constant what-
ever the neuromodulatory condition (Figures 1 and 4; Table 2).
This lack of flexibility may reflect a real functional situation since
during ongoing locomotion there is an absolute requirement for
fundamental parameters such as right/left movement alternation
to be strictly maintained on order preserve balance and speed.
Alternatively, the apparent lack of modulator-induced flexibility

may be attributable to an in vitro bias. In the isolated spinal cord
preparation, simultaneous ventral root recordings provide only
a global view of various temporally overlapping motor activities
and, for example, the slightly differing temporal relationships that
exist between various muscle groups, as has been observed with
electromyographic recordings in the intact animal (Leblond et al.,
2003), may not be evident.

In several systems, interactions between distinct rhythmically
active networks have been also described, as for example between
walking and swimmeret movements in crustaceans (Cattaert and
Clarac, 1983; Chrachri and Neil, 1993), gastric and pyloric motor
rhythms in the crustacean stomatogastric system (Bartos etal.,
1999; Faumont etal., 2005), trunk and hindlimb activities in
Xenopus (Beyeler etal., 2008; Rauscent etal., 2009), locomotion
and respiration (Kawahara etal., 1989; Morin and Viala, 2002),
scratching and locomotion (Hao etal., 2011), respiration and
swallowing (Gestreau etal., 2000). In the newt, axial neuronal
networks switch from sequential motor burst propagation to sta-
tionary phase-locked activation of the same axial muscles when
the animal switches from swimming to quadrupedal locomotion
(Delvolve etal., 1997). To date, however, the link between the
systems level and the underlying cellular mechanisms has only
been established in simpler invertebrate systems in which identi-
fied neurons can be individually activated and recorded (Cang and
Friesen, 2002; Smarandache et al.,2009). Indeed the pharmacolog-
ical approach that we have used in the present study also has some
limitations, especially when considering the temporal aspects of
neuromodulation. During functioning in the intact animal it is
likely that descending aminergic pathways are momentarily active
whereas the pharmacological protocol used here necessarily con-
sists of tonic, continuous bath-application that in turn leads to
the disappearance of the temporal dimension of neuromodula-
tion. A second limitation is the state dependence of the system
when several bath-applications are performed on the same spinal
cord. Indeed, for the NMA/5-HT combination, we observed in
a previous study that successive applications elicited sequences
of locomotor-like activity with the same characteristics (Cazalets
etal., 1999). Exogenous DA has been shown in other systems to
lead to persistent changes in ionic conductances (Rodgers etal.,
2011; Krenz etal.,2014), and we also reported in the isolated spinal
cord preparation (see Materials and Methods, Barriere et al., 2004)
that it may exert long-lasting effects. It is for this reason that DA
was always the last drug tested in our experiments and at a much
lower concentration than that at which these long-lasting effects
were previously observed. There is no evidence that NA exerts such
persistent actions.

When considering the integrated functioning of hindlimb and
axial networks involved in dynamic posture, a different perspec-
tive is required since as we demonstrate, this «<metanetwork» can be
configured into various functional states according to the neuro-
modulatory environment. As shown in Figures 1 and 2, although
the amines and EAAs have a qualitatively cumulative effect on
rhythm stability and burst amplitude, each amine has its own char-
acteristic imprint. DA and NA specifically enhance sacral motor
bursts (Figure 2) while 5-HT and DA better stabilize the tempo-
ral parameters of the motor pattern (Figure 1). Each amine can
also specify distinct phase relationships between the various spinal
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segments (Figure 3). In a previous study, in which only the action
of a mixture of NMA/5-HT on the interconnected spinal networks
was investigated, we found a constant lag between lumbar and
thoracic segments, with a significant tendency for caudo-rostral
propagation (Falgairolle and Cazalets, 2007). Here, we find that
DA and NA, in contrast to 5-HT’s action, substantially decreases
the phase lags along the cord so that almost synchronous bursting
occurs throughout the spinal cord. Changes from rostro-caudal to
caudo-rostral propagation are also observed in the lamprey, when
switching from forward to backward swimming occurs (Islam
etal.,2006). Although, the cellular targets have not been identified,
spinal commissural interneurons could be one possible target as
they are known to be modulated by 5-HT (Zhonget al.,2006a), and
since we previously established in the neonatal rat that a partial or
complete hemicord section suppressed the phase delays between
sacral segments (Falgairolle and Cazalets, 2007).

In conclusion, the present paper provides new data on the coor-
dinating processes between spinal cord networks. We demonstrate
that each of three amines 5-HT, DA, and NA, when associated
with EAA receptor agonists elicits a specific locomotor pattern
whose temporal characteristics, motor burst amplitude and inter-
segmental phase relationships have a distinct signature. These
differences are likely to be related to changing behavioral require-
ments. Furthermore, we find here that the various amines acting
in combination do not elicit more robust locomotor-like activ-
ity than when bath-applied alone (i.e., more is not better!). The
aminergic neuromodulators thus represent an important potential
source of adaptive flexibility at the level of the underlying central
neuronal networks and the motor output patterns they produce.
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Abstract (250 words max)

Effective quadrupedal locomotor behaviors require the coordination of many muscles from
the limbs, back, neck and tail. Because of the spinal motoneuronal somatotopic organization,
motor coordination implies interactions between distant spinal cord networks. In the present
work, we have investigated part of the interactions between the lumbar locomotor network
controlling limb movements and the thoracic networks in which motoneurons controlling axial
muscles involved in trunk movement are located. For this purpose, we used an in vitro
isolated newborn rat spinal cord (from T2 to sacrococcygeal). Using extracellular ventral root
recordings, we showed that the isolated thoracic cord do not get the endogenous capacity to
organize its own rhythmic locomotor-like pattern. Actually, thoracic locomotor bursts were
less easily obtained than at the lumbar level and undoubtedly requires the pharmacological
co-activation of the thoracic and lumbar segments. Blocking synaptic transmission in some
thoracic areas revealed that the lumbar locomotor network could trigger locomotor bursting in
distant thoracic segments through short and long propriospinal pathways. Patch clamp
recordings of thoracic motoneurons revealed that 72% of them (locomotor-driven
motoneurons) expressed membrane potential oscillations and spiking activity coordinated to
the locomotor activity expressed in the lumbar cord. Although a biphasic excitatory/inhibitory
synaptic drive has been previously shown in lumbar motoneurons, only a NMDA and non-
NMDA receptors dependent glutamatergic excitatory drive could be clearly highlighted in
thoracic locomotor-driven motoneurons. Finally, we found evidence that part of this locomotor
drive involved a monosynaptic component coming directly from the lumbar locomotor

network.



Introduction (500 words max)

Locomotor behaviors not only require the production of forces exerted towards the substrate
to propel the body, but also the maintenance of the body balance that is dynamically
challenged during each locomotor cycle. Kinematic and electromyographic analyses of
locomotor behavior in vertebrates have shown that this is achieved through organized pattern
of activation of hindlimbs, forelimbs and axial body segments muscles. This implies that
synergistic operations take place between the supraspinal and spinal pre-motoneuronal
networks involved in locomotion and posture (Grillner et al., 1995; Falgairolle et al., 2006;
Rossignol et al., 2006; Deliagina et al., 2008).

Coordination of trunk and limb muscles during locomotion has been described in man
(Thorstensson et al., 1982; Seze et al., 2008; Ceccato et al., 2009), rat (Gramsbergen et al.,
1999) and cat (Carlsson h et al 1979, Zomlefer, 1984), and evidence for a central
coordination mechanism was obtained from experiments in cats (Koehler et al., 1984) and
neonatal rats (Falgairolle and Cazalets, 2007). So far, however, most of our knowledge about
the organization of the motor control of the trunk during locomotion derived from undulatory
species in which the trunk is the core of the locomotor system (Roberts, 1990; Grillner, 2002;
Falgairolle 2013, Cohen, 1987; Matsushima & Grillner, 1992; Roberts et al. 1998; McClellan
& Hagevik, 1999; Grillner & Wallen, 2002; for review see Falgairolle et al., 2013).
Surprisingly, little is known about the cellular mechanisms involved in the control of trunk
movement during locomotion in limbed vertebrates.

Recently, using an isolated spinal cord preparation of newborn rat, we showed that
the thoracic segments, in which back muscles motoneurons are distributed, displayed motor
bursts with 1:1 phase relationship with lumbar motor bursts during locomotor-like activity
(Falgairolle and Cazalets, 2007). Interestingly, we showed that the temporal organization of
these in vitro activities, propagating in the caudo-rostral direction along the thoracic cord
could account for the travelling bending wave observed along the body axis of rat pups
during actual locomotor movements. This indicated that intraspinal coupling mechanisms
might contribute to the coordination of the body segments observed during actual locomotion.
In the present work, we have used the same preparation to go one step further in the
identification of some of the mechanisms involved in the coupling of lumbar and thoracic
activities during fictive locomotion. We provide evidence that the expression of a locomotor
pattern at the thoracic level depends on the activation of the lumbar locomotor network itself.
At the cellular level, we identified two thoracic motoneuron sub-populations: (1) locomotor
driven motoneurons that displayed membrane potential oscillations and spiking activity in

relationship with the locomotor cycle and (2) non locomotor driven motoneurons whose



membrane potential fluctuations and spiking activity were not correlated with locomotor-like
activity. In the former group, we showed that part of the locomotor-related synaptic drive
directly arises from the lumbar locomotor network whose command spreads up throughout

thoracic segments via short and long propriospinal pathways.

Materials and methods

Experiments were performed from in vitro isolated spinal cord of newborn Sprague-
Dawley rats aged from one to five post-natal days (P1-P5, n= 79 preparations). All
procedures were conducted in accordance with the local ethics committee of the University of
Bordeaux and the European Committee Council Directive. All efforts were made to minimize

animal suffering and to reduce the number of animals.

In vitro isolated spinal cord preparation. Rat pups were anesthetized using isofluorane until

no reflexe could be elicited in response to tail or toe pinching. Animals were decapitated and
the skin of the back removed before placing the preparations dorsal side up in a dissecting
chamber. A laminectomy was performed to expose the spinal cord that was carefully
dissected out using fine forceps and microscissors under a binocular magnifier. Dissections
and recording procedures were performed under the continuous superperfusion of artificial
cerebrospinal fluid (aCSF) equilibrated with 95%0,-5%CO0O,, pH7.4 at room temperature (24-
26°C) and containing (in mM): NaCl 130, KCI 3, CaCl, 2.5, MgSo, 1.3, NaH.PO, 0.58,
NaHCO; 25 and glucose 10. Spinal cords were sectioned at the T2 level at the beginning of
the experiment. In some experiments, the spinal cord was artificially partitioned using
Vaseline walls as previously described (Cazalets et al., 1995), to restrict the bath application
of pharmacological agents to specific spinal segments. The watertightness of the barriers
was systematically checked at the end of the experiment by observing the movements of

methylene blue added to the bathing medium on one side of the Vaseline bridge.

Electrophysiological recordings and analyses. To readily get access to axial muscle

motoneurons, we developed a specific preparation in which a transverse section of the spinal
cord at a given thoracic segment was performed using fine scissors (Moria, MC-26B). The
cut surface of the spinal cord was positioned on a Sylgard block in order to be set upright and
facilitate glass micro-electrode positionning (Fig4B). From the 59 motoneurons used in the
present study, 32 were patch clamp recorded in whole cell configuration and 27 recorded
with intracellular sharp microelectrodes using a Multiclamp 700B amplifier (Molecular device,

USA). Motoneurons were identified by the presence of antidromic action potentials elicited by



segmental ventral root stimulations. Only motoneurons with a resting membrane potential
below -50 mV and a spike amplitude of at least 50 mV were considered. Patch clamp glass
microelectrodes (4-7MQ) were filled with the following solution (in mM): K-gluconate 120, KCI
20, MgCl,, 0.1, EGTA 1, HEPES 10, CaCl, 0.1, 0.1mM GTP, 0.2mM cAMP, 0.1mM
Leupeptin, 77mM d-Mannitol, and 3mM Na,-ATP, pH 7.3. Sharp glass microelectrodes
(7OMQ) were filled with 2M K acetate. Extracellular motor activities were recorded from
various spinal cord ventral roots using vaseline-insulated stainless steel pin electrodes for
long ventral rootsat the lumbar level and glass suction electrodes for the short thoracic
ventral roots. Extracellular activities were amplified using custom-made amplifiers.
Electrophysiological recordings were digitized using an A/D interface (Heka, Germany)
driven by the Axograph software (Axograph, AU). Extracellular raw signals were high-passed
(50Hz), rectified and integrated before analysis. Locomotor parameters were computed using
custom-made routines written in Matlab (Mathworks). Mean cycles were computed using one
L2 ventral root as the reference because it invariably exhibited the best signal-to-noise ratio
(see Fig 1). Wavelet transform analyses (Mor and Lev-Tov, 2007) were performed using the
Matlab wavelet coherence package provided by Aslak Grinsted (http:/noc.ac.uk/using-
science/crosswavelet-wavelet-coherence). A detailed explanation of the wavelet based
methodology used in the present work had been previously presented by Mor and Lev-Tov
(2007, see also (Torrence and Compo, 1998; Grinsted et al., 2004). For this purpose, raw
extracellular signals were high-passed (50Hz), rectified and smoothed. Each pre-treated
signal was decomposed in the frequency domain over time using continuous wavelet
transform (Morlet wavelet, 10 octaves per scale). Cross-wavelet and wavelet coherence
algorithms were applied to paired pre-treated signals to highlight common high power
frequencies (color coded) and significant correlation (color coded) between each frequency
component between signals over time. The changes in rhythmic activity frequencies and the
coherence and phase relationships between signals were then extracted from region of
interests defined from maps combining the results of the cross wavelet and wavelet

coherence (Mor and Lev-Tov, 2007).

Pharmacology. Episodes of locomotor-like activities were elicited by exogenous application

of a mixture of 15uM N-methyl-D,L-aspartate (NMA, Sigma) and 15uM serotonin (5-HT,
Sigma, Sqalli-Houssaini et al., 1991). Glycinergic receptors were blocked using strychnine
(1uM, Sigma) and glutamatergic NMDA and non-NMDA receptors by the (2R)-amino-5-
phophonovaleric acid (APV, 0.5uM, Sigma) and the 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione (DNQX,

0.5uM, Sigma) respectively. We have also occasionally replaced the normal saline by a



modified aCSF that contains a low calcium / high magnesium concentrations (0.1mM CaCl,,
5mM MgCl,) to locally block the chemical synaptic transmission (Richards and Sercombe,
1970; Morin and Viala, 2002) or by an isotonic sucrose solution (339 mM in distilled water,
adjusted to pH7.4) to reversibly block neuronal activity in some segments (Sqalli-Houssaini et
al., 1993). A high cation-containing aCSF (7.5mM CaCl, and 8mM MgSO,) was also used to
decrease polysynaptic transmission in spinal segments (Berry and Pentreath, 1976; Jahr and
Yoshioka, 1986; Cazalets et al., 1995).

Immunochemistry: Spinal cords were fixed in 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered
saline (PBS) overnight at 4°C, cryoprotected in 20% sucrose, embedded in OCT Tissue-Tek,
frozen and cut transversally on a cryostat (30uM). The slices were mounted on slides and
processed for Choline Acetyl Transferase (ChAT) immunodetection using a goat anti-CHAT
antibody (1/100, Millipore) revealed with an Alexa fluor 488 donkey anti-goat secondary
antibody (1/500). Images of ChAT-immunopositive cells were aquired with a Nikon AZ100M

microscope.

Statistical analysis: Statistical analyses were perfomed on raw data with non-parametric t-

tests using Prism software (Graphpad). Wilcoxon matched pairs test was used to compare
two series of data. One-way analysis of variance (ANOVA) was carried out to test more than
two groups. The level of significance was set at p<0.05. All data are expressed as means +
SEM in the text and in the figures. The asterisks in the figures indicate positive significance
levels, and the numbers in or above the histogram bars refer to the number of neurons
tested. Circular statistics were performed using the Circular statistic toolbox in Matlab

(Berens, 2009) and Oriana (Kovach Computing Services).

Retrograde labeling of back muscles motoneurons: Neonatal rats (P1 to P3) were

anesthetized with isofluorane until the loss of reflex movement in response to tail or toe
pinching, and then placed on a cold pad. Small incisions of the skin were made to expose
back muscles. Crystals of the retrograde tracer, cholera toxin B subunit Alexa Fluor 488
conjugate (Molecular Probes, OR, USA) were carefully inserted using insect pins into right
back muscles at different levels along the axis. The skin was bonded with surgical glue and
pups were progressively warmed up and checked during the recovery from the anesthetic
before returning to their mother. Two days after tracer injection, pups were anesthetized

using isoflurane, their spinal cord dissected out and post-fixed in 4% paraformaldehyde in



0.2M phosphate buffer. After dehydration, the spinal cord was cut and prepared for choline

acetyl transferase (ChAT) immunochemistry.

Results

Coordination of thoraco-lumbar activity pattern during fictive locomotion

In this series of experiments, locomotor-like activity was elicited from isolated spinal cord
preparations using exogenous applications of NMA (15 pM) and serotonin (5-HT, 15 yM).
When bath-applied to the whole thoraco-lumbo-sacral spinal cord, this cocktail elicited
sustained episodes of stable locomotor-like activity at the lumbar level in all the preparations
tested (n=79, mean period 3.32 + 0.09 s) characterized by a bilateral alternation of
segmental motor bursts together with homolateral alternation of flexor-like and extensor-like
motor bursts recorded from the L2 and L5 ventral roots respectively. In this experimental
condition, thoracic ventral roots showed rhythmical bursting activities in 46/79 preparations
(58%, Figure 1A). In the remaining 33/79 preparations, the locomotor activity recorded at the
lumbar level did not spread up to the thoracic segments where a tonic activity was only
observed (data not shown). In the 46 preparations from which thoracic motor bursts could be
evoked, we computed the level of tonic depolarization from baseline materialized by the gray
area below each rectified and smoothed ventral roots recordings in the left panel of Figure
1B. The ratio between the burst amplitude and the tonic background level of the recorded
activities was smaller in the thoracic than in the lumbar segments. On average, the mean
ratio obtained from L2 ventral roots in all experiments (n= 46 preparations, 1.75 + 0,08) was
significantly greater than the mean ratio obtained from pooled thoracic recordings (1.09 +
0.01, p<0.0001, Mann-Whitney test). A serotonergic activation of sympathetic related
neurons in the intermediolateral cell column at the thoracic level may contribute to decrease
the ratio at this level (Pierce et al., 2010). In this context, we decided to use wavelet
transform based method to investigate the relationships of thoracic and lumbar activities.
This methodology is indeed more accurate than conventional manually or semi-automated
burst detection methods especially when one is dealing with low signal to noise ratio
recordings (Mor and Lev-Tov, 2007). Using this method one can get access to the evolution
of the frequency content of the signal over time. Of particular interest is the possibility to
extract using cross wavelet transform (XWT) and wavelet coherence (WC) the common
power, correlation and phase between two signals acquired simultaneously (Torrence and
Compo, 1998; Grinsted et al., 2004). This is illustrated in Figure 1C (top panel) in which the
time-frequency map presented between 0.0625 and 2 Hz was obtained by a XWT of the

bilateral L2 ventral roots recordings presented in figure 1A. From this time-frequency map, in



which the power of each frequency is coded from cold (low power) to hot (high power) colors,
we can see that both L2 share a high power in a frequency band ranging from 0.25 to 0.4 Hz.
This band was included in an area within which both signals were highly coherent as shown
from the coherence spectrum obtained using wavelet coherence (Figure 1C, middle panel).
For convenience, the cross-wavelet and coherence spectrums were combined so as to
remove non-coherent areas from the cross wavelet spectrum (Mor and Lev-Tov, 2007),
Figure 1C, bottom map). From this map, we defined a region of interest (dashed white
rectangle) from which the locomotor frequency (0.28 + 0.01 Hz, mean + SD) and coherence
values (0.96 + 0.01, mean = SD) were extracted (from the cross wavelet and coherence
spectrum, respectively) and plotted over time (Figure 1C, bottom plot). Finally, we could
extract from the cross wavelet transform the phase relationship between both L2 (172,2 +
8.6°, mean + SD) within the frequency range of interest. The polar plots in Figure 1D present
the phase relationships between all recorded ventral roots and the right L2 taken as
reference using the same procedure. It indicates that bursting activity recorded at the
thoracic level were phase-locked to the lumbar locomotor activity. As previously observed
there was a progressive caudo-rostral propagation of motor bursts along the thoracic
segments (Falgairolle and Cazalets, 2007; Beliez et al., 2014). Indeed, computing the phase
relationships between the bursting activity recorded from the various ventral roots and the
right L2 showed that the phase value increased from caudal to rostral ipsilateral thoracic
segments (rT12/rL2, 17.8 + 10.2°; rT10/rL2, 40.7 = 11.7°; rT6/rL2, 62.0 + 12.5°; rT4/rL2, 63.2
+ 16.8°). In addition to the segmental alternating activity (IL2/rL2, 172.3 + 8.6°) and between
homolateral extensor-like and flexor-like activities (rL5/rL2, 155.3 + 9.8°) during fictive
locomotion, segmental thoracic bursts also alternated as shown by the opposite direction of
the mean vector computed from the left T12 and right T12 bursting activities and the right L2
(IT12/rL2, 175.5 £ 11.8°; rT12/rL2, 17.8 £ 10.2°).

Conditional rhythmogenic capacity of the isolated thoracic cord

To investigate the rhythmogenic capacity of the thoracic segments, the spinal cord was
artificially partitioned at the T12/T13 level (n=28 preparations) so as to restrict the bath
application of NMA/5-HT to the thoracic or lumbosacral segments. In control condition, i.e.
when NMA/5HT was bath applied in both compartments, the rhythmic activity in the two
regions was synchronized (Figure 2A1). In the same preparations, restricting the NMA/5-HT
bath-application to the lumbosacral segments triggered locomotor-like activity at the lumbar
level while the thoracic segments remained silent (Figure 2A2). In this later case, however,

the lumbar locomotor period (2.68 + 0.14 s, n=28 preparations) was significantly decreased



compared to control (3.16 + 0.14 s, p<0.05, paired t-test), indicating that the thoracic
segments contribute to regulate the cycle duration of the lumbar locomotor network (Figure
2B). In all cases, applying NMA/5-HT to the single thoracic segments only triggered a tonic
activity at the thoracic level and failed to initiate any rhythmical activity (Figure 2A3).

In a previous work, we have shown that the thoracic cord was nonetheless able to
generate rhythmic bursting when isolated from the lumbar enlargement by a transection of
the cord at the T12/T13 level (Falgairolle and Cazalets, 2007). In the present work, following
the same transection, NMA/5-HT bath-application elicited rhythmic activity in 6/18
preparations as llustrated in Figure 2C1-C2. In control condition, i.e. before transection,
NMA/5-HT applied over the whole spinal cord triggered coordinated locomotor bursting
activities between the thoracic and lumbar cord (Figure 2C1). Following the transection, a
new application of NMA/5-HT elicited a slow rhythmic bursting activity at the thoracic level
that was no longer related to lumbar locomotor-like activity (Figure 2C2). The thoracic and
lumbar cycle periods were significantly increased (7.87 + 0.87 s, n= 62 cycles) and
decreased (2.6 = 0.01 s, n=202 cycles) respectively, compared to the control cycle period
measured before transection (3.00 + 0.09 s, n=51 cycles, p<0.05, Mann—Whitney test).
Under the same condition however, 12/18 preparations only expressed a tonic activity
following the transection. In these later preparations, increasing the excitability of the thoracic
networks by adding a GABAergic antagonist (gabazine, 1 M) to the NMA/5-HT containing
saline solution triggered a slow motor activity (n=9 preparations, 7.82 + 0.76 s) similar to the
one described above (data not shown).

Because the use of transection in this preparation can lead to an underestimation of
the endogenous rhythmic capacities of restricted spinal cord segments (Juvin et al., 2005),
we also bath-applied NMA/5-HT to the thoracic cord after a blockade of neuronal activity with
an isotonic sucrose solution superfused on the lumbo-sacral segments (see Material and
Methods). Under this condition, we observed the same slow pattern of thoracic bursting than
observed after transection (compare Figure 2D1-D2), with a significant increase of the
bursting period (n=7 preparations, 8.23 +1.06 s) compared to the control locomotor period
(3.57 +0.37s).

The coordinating mechanisms between the thoracic and lumbar networks may involve
long ascending propriospinal pathways and/or segmentally relayed ascending inputs
propagating from one thoracic segment to another. In order to test these hypotheses, the
spinal cord was artificially divided in three compartments (T3-T5, T6-T11, T12-cauda equina)
using Vaseline walls. In all 6 preparations tested, applying NMA/5-HT simultaneously in the

three compartments triggered coordinated locomotor bursts along the spinal cord (Figure



3A). A blockade of synaptic activity by local application of low Ca®/high Mg®* containing-
aCSF over the T6-T11 segments did not prevent the expression of locomotor bursting in the
upper thoracic segments that remained locked to the lumbar activity (Figure 3B). This
synaptic blockade of interposed thoracic relays, elicited, however, a significant phase shift
(p<0.005, Watson U? test) of upper thoracic motor bursting at the T5 (mean phase value:
control, 54.0 + 28.8°; low Ca2+/high Mg2+, 122.4 + 39.6°) and T3 (mean phase value : control,
79.2 + 43.2°; low Ca®'/high Mg?*, 140.4 + 39.6°, Figure 3C) levels. This indicates that both
long ascending propriospinal fibers and segmentally relayed ascending information

contribute to the coordination of thoracic and lumbar bursting activities.

Localization of thoracic motoneurons innervating paraspinal back muscles

In a previous study, we have shown that motoneurons innervating back muscles
(longissimus and multifidus dorsali muscles) were organized in column along the thoraco-
lumbar spinal cord (Falgairolle and Cazalets, 2007), but their location in the transversal plane
was not defined. Prior to achieve intracellular recordings from axial thoracic motoneurons, it
was a prerequisite to precisely determine where they are located in the spinal cord. Choline
acetyl-transferase immunolabelling revealed the two main motoneuronal populations in
lamina IX (Figure 4A, left panel) along the thoracic cord. In order to locate back muscles
motoneurons, Alexa Fluor 488-conjugated cholera toxin 3 subunit (CTB-AF 488) crystals
were inserted into the longissimus and multifidus dorsali muscles on one side (n=3
preparations). In agreement with the literature (Smith and Hollyday, 1983), retrogradly
labeled motoneuron somata from these muscles (Figure 4A, middle panel) were exclusively

located in the ventromedian motoneuronal population (Figure 4A, right panel).

Locomotor and non locomotor-driven thoracic motoneurons
Intracellular patch clamp recordings from motoneurons were performed along the thoracic
cord (from T3 to T12) to investigate the activity of thoracic axial motoneurons during
episodes of locomotor-like activity. For this purpose, we used a spinal cord preparation that
was transversally cut at various recording levels so that ventromedially located motoneurons
could be visually targeted (see Methods, Figure 4B). Our results are based on the recordings
made from 59 antidromically identified thoracic motoneurons (Figure 4B, left trace) that could
be recorded for more than 1h.

During NMA/5-HT bath-application to the thoraco-lumbo-sacral spinal cord
preparations, we found that 25/33 of recorded motoneurons fired action potentials bursts

coordinated to the locomotor activity recorded from the lumbar ventral roots. Figure 4C
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provides a representative example of the changes that occurred in a thoracic locomotor-
driven motoneuron when the locomotor networks were actived. During the first few minutes
of NMA/5-HT application, a tonic activity was observed in the ventral roots before a stable
locomotor activity took place at the lumbar level. Concomitantly, the thoracic motoneuron
membrane potential underwent a gradual depolarization associated with an increase of
synaptic inputs (data not shown; see also Figure 6A). Thereafter, motoneurons started to fire
action potentials during the depolarization phase of membrane potential oscillations (Figure
4C, middle panel). Plots of spike distribution during the various motor cycle phses (arbitrarily
divided into 10 bins; Figure 4C, right panel) showed a clear locomotor-related modulation. In
contrast, in the remaining 8/33 thoracic non-locomotor driven motoneurons, the spiking
activity was uniformly distributed and was not related to any particular phase of the motor
cycle (Figure 4D, right panel).

In order to assess whether the absence of bursting activity in thoracic ventral roots
observed following the restricted pharmacological activation of lumbo-sacral segments was
due to sub-threshold activation of thoracic motoneurons, we performed intracellular
recordings from thoracic motoneurons (Figure 5). When an NMA/5-HT-supplemented aCSF
was specifically superfused on the lumbo-sacral cord, 13 motoneurons out of the 25 tested
presented presented membrane potentials oscillations that were rhythmically synchronized
with the locomotor-like activity recorded at the lumbar level. In the representative example
provided in Figure 5A1, membrane potential oscillations appeared clearly time locked to the
L2 ventral root bursting activity. The bottom panel of Figure 5A illustrates both the mean
extracellular activity and intracellular voltage variations recorded during one locomotor cycle
(repeated two fold). The remaining 12/25 motoneurons tested in the same experimental
conditions did not demonstrate any membrane potential oscillation (Figure 5B1). The
motoneuron nature, i.e. locomotor-driven and non locomotor-driven, was not affected by the
experimental condition, i.e NMA/5-HT applied over the thoraco-lumbar segments or at the
lumbar level alone (n= 20 motoneurons), indicated that two functionally different thoracic
motoneuronal populations co-exist. From the 59 motoneurons recorded in one or both
experimental conditions, 38 (64%) were locomotor-driven motoneurons as they expressed
phasic membrane potential oscillations coordinated to the locomotor pattern, while the
remaining 21 motoneurons did not expressed any coordinated activity during locomotor-like
activity (Figure 5C). These observations suggest that the absence of extracellular motor burst
reported when the single lumbo-sacral cord was pharmacologically activated is primarily due
to a subthreshold activation of thoracic motoneurons. Interestingly, the proportion of

locomotor-driven motoneurons is not uniform along the thoracic cord since we observed that
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the proportion decreases in the caudo-rostral direction (T8-T10: 81%, T6-T7: 64%, T3-T5:
50%, p<0.0001, Chi Square, Figure 5D).

Characterization of the locomotor synaptic drive in thoracic motoneurons

To determine the nature of the synaptic drive received by locomotor-driven
motoneurons (n=6 from 6 different preparations), the spinal cord was partitioned with a
Vaseline wall at the T12/T13 level to selectively bath-apply receptors antagonists to the
thoracic level during locomotor episodes elicited by NMA/5-HT superfusion to the
lumbosacral cord (Figure 6). Figure 6A1 presents a T7 motoneuron recorded the course of a
locomotor episode. This slow time scale shows that motoneuron membrane potential shows
a slow depolarization of 6 mV during the establishment of the locomotor activity. An
expanded view of the sequence (Fig. 6B1) revealed locomotor-related membrane potential
oscillations (5.9 + 0.23 mV, n= 30 cycles) on top of the slow depolarization. Following the
bath-application of the AMPA/Kainate receptor antagonist, DNQX (5uM), to the thoracic
compartment, both the slow depolarization and the locomotor-related oscillations amplitude
were decreased by 13% (5.2 mV) and 59% (2.4 + 0.08 mV, n= 29 cycles) respectively (Fig.
6A2-B2). The subsequent addition of the NMDA receptor antagonist, AP5 (5uM) to the
DNQX-containing saline, further decreased the amplitude of the slow depolarization (1.9 mV,
~ 68% decrease from the control depolarization) and phasic drive (1.8 + 0.07 mV, 69%
decrease compared to control amplitude, n= 29 cycles, Figure 6A3-B3). We also found that
thoracic motoneurons receive glycinergic inputs during locomotor like activity. In the T10
motoneuron presented in Figure 6C1, the phasic membrane potential oscillations were
abolished when strychnine (2uM) was added to the DNQX-AP5 containing saline superfused
to the thoracic compartment (Fig. 6C2). Altogether, these experiments indicate that the
synaptic drive sustaining the phasic activity of locomotor-driven motoneurons at the thoracic
level is mediated through the activation of NMDA / non NMDA glutamatergic receptors and

glycinergic receptors.

The lumbar locomotor network sends a monosynaptic drive to thoracic motoneurons.
Finally, we tested whether the locomotor synaptic drive received by locomotor-driven thoracic
motoneurons directly originates from the lumbar locomotor network. Following the induction
of fictive locomotion by the selective superfusion of NMA/5-HT on the lumbo-sacral
segments, the effects of the bath-application of a high cation containing aCSF, known to
depress polysynaptic transmission (Berry and Pentreath, 1976; Jahr and Yoshioka, 1986;

Cazalets et al., 1995), to the thoracic cord was tested in intracellularly recorded locomotor-
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driven thoracic motoneurons (n= 5 from 5 different preparations). Figure 7 shows the
locomotor synaptic drive of a T5 motoneuron in control condition (Figure 7A) and in the
presence of the high cation-containing aCSF (Figure 7B). While the synaptic drive received
by the motoenuron was strongly depressed (4.95 + 0.15 mV in control condition, 2.49 + 0.04
mV in the presence of the high cation solution), it was still possible to discriminate locomotor
related synaptic inputs when thoracic relays were depressed (Figure 7C). On average, the
amplitude of the locomotor drive was decreased by 43.2 + 21.5% (n=5 motoneurons) by the
high cation-containing solution compared to control condition. This observation thus provides
evidence that part of the locomotor synaptic drive sent by the lumbar central pattern

generator (CPG) to the thoracic locomotor-driven motoneurons is monosynaptic.

Discussion (1468 words max)

One of the main results of the study, which are summarized in the diagram in Figure 8, is that
the lumbar central pattern generator for locomotion makes an important contribution to the
emergence of locomotor-like activities at the thoracic level. Using combined intracellular
recordings of thoracic motoneurons, and pharmacological manipulation of the thoracic
segments, we have shown that part of the thoracic motoneurons, referred as locomotor-
driven motoneurons, express locomotor-related membrane potential oscillations. Membrane
potential oscillation in these later motoneurons are biphasic including an excitatory and an
inhibitory phase of glutamatergic and glycinergic origin, respectively. Importantly, we showed
for the first time that the lumbar locomotor network itself is directly impiging onto thoracic

motoneurons and contributed to the drive of their membrane potential oscillations.

Caudo-rostral organization of axial thoracic bursts during fictive locomotion

In the isolated neonatal rat spinal cord, although the cervical, lumbar and
sacrococcygeal networks controlling the fore-, hindlimbs and tail locomotor movements,
respectively, can be independently activated (Cazalets et al., 1995; Lev-Tov et al., 2000;
Ballion et al., 2001; Gabbay et al., 2002), they produce a coordinated activity when
simultaneously stimulated (Kremer and Lev-Tov, 1997; Cazalets and Bertrand, 2000a;
2000b; Gabbay et al., 2002; Juvin et al., 2005; 2012). Here, we focused on the thoracic
networks involved in the control of axial back muscles. Using simultaneous extracellular
ventral root recordings from various spinal segments we confirmed that thoracic segments
can be pharmacollogically activated and express a bursting activity with a 1:1 phase
relationship with the lumbar fictive locomotor output (Falgairolle and Cazalets, 2007). Using

continuous wavelet transform analyses, a set of objectif mathematical analytical tool
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validated in the field (Figure 1, (Torrence and Compo, 1998; Grinsted et al., 2004; Mor and
Lev-Tov, 2007; Hagglund et al., 2013; Talpalar et al., 2013), we also confirmed that the
thoracic locomotor bursts were organized as ascending travelling wave along the thoracic
cord during fictive locomotion. This ascending organization of the thoracic axial bursts that
matched the bending of the body axis during actual locomotor cycles in rat pups contrasts
with the rostro-caudal direction of the travelling wave during forward locomotion in swimming
vertebrates (Wallén and Williams, 1984; Tunstall and Roberts, 1991; Matsushima and
Grillner, 1992; Masino, 2005; Gabriel et al., 2007). Consequently, it appears that the wave
propagation of locomotor bursts along the axial system is one basic locomotor mechanism in
vertebrates that was adaptated during evolution to sustain the development of limb-based

propulsion modes (Delvolvé et al., 1997).

Lumbar locomotor network control of thoracic locomotor activities

In contrast with the cervical, lumbar and sacral regions of the spinal cord (Cazalets et
al.,, 1995; Lev-Tov et al., 2000; Ballion et al., 2001; Gabbay et al., 2002), the endogenous
rhythmogenic capacity of the thoracic networks is highly dependent on lumbar spinal cord
networks. Indeed, the activation of lumbar segments is needed to observe locomotor like
activities in thoracic segments. The present data further suggest that the lumbo-sacral region
exerts a tonic inhibitory influence over the thoracic segments as non locomotor bursting
activity could be observed in thoracic ventral roots only when thoracic segments are
physically or pharmacologically isolated from the lumbo-sacral spinal cord (Figure 2, see also
(Cowley and Schmidt, 1997; Kremer and Lev-Tov, 1997; Falgairolle and Cazalets, 2007). We
have recently demonstrated that rhythmogenic capabilities and coordinations between the
various spial levels is function of the neurochemical compounds used to elicit fictive
locomotion (Beliez et al., 2014). Although the NMA/5-HT cocktail used in the present work
was the most appropriate pharmacological means to trigger robust locomotor pattern in the
thoracic area in the whole spinal cord preparation (Beliez et al., 2014), further work will be
needed to investigate further the rhythmogenic capabilities of isolated thoracic circuits, as it
has been done for the sacrococcygeal networks (Kremer and Lev-Tov, 1997; Cazalets and
Bertrand, 2000a; Gabbay et al., 2002).

The expression of thoracic locomotor activity involved ascending propriospinal
pathwaysarising from lumbar segments (Reed et al., 2006; 2009; Brockett et al., 2013; Reed
and Magnuson, 2013). In agreement with previous observations made in the lamprey spinal
networks (Hagevik and McClellan, 1999; Miller and Sigvardt, 2000), long ascending

pathways were sufficient to maintain a 1:1 coordination between the locomotor activity of the
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rostral thoracic and lumbar cord segments, when synaptic transmission was blocked in
interposed segments in the neonatal rat spinal cord (Figure 3). Also similar to what has been
reported in the lamprey (Hagevik and McClellan, 1999; Miller and Sigvardt), segmentally
relayed information contributed to set the timing of thoracic motor outputs in the rat spinal
cord (Hagevik and McClellan, 1999; Miller and Sigvardt, 2000; Cazalets, 2005; Falgairolle
and Cazalets, 2007). These observations further emphasize the importance of these two
kinds of pathways (long and segmental) to the coordination of spinal networks. They have
indeed been previously shown to be involved cervical and lumbar locomotor network
interactions (Juvin et al., 2005; 2012) and in conveying descending supraspinal locomotor
commands (Courtine et al., 2008; Cowley et al., 2008; Zaporozhets et al., 2011).

We found that the locomotor period was decreased when the lumbosacral segments
were activated independently from the thoracic networks (Figure 3). This result suggests that
thoracic neuron excitability impacts and modulates the lumbar CPG motor output. The
relationships between the thoracic and lumbar networks then appear reciprocal. Overall, our
data, however, do not challenge the asymmetrical nature of the relationship between the
lumbar locomotor network and the cervical, thoracic and sacral motor networks, the former
imposing more of its own rhythm and/or contributing to set the temporal bursting patterns of
the others (Kremer and Lev-Tov, 1997; Cazalets and Bertrand, 2000a; 2000b; Gabbay et al.,
2002; Juvin et al., 2005).

The locomotor drive received by thoracic motoneurons

Intracellular recording from thoracic motoneurons revealed two different populations
along the thoracic cord (Figure 4-5). The first population gathers locomotor-driven
motoneurons that express phasic membrane potential oscillation during fictive locomotion,
while the second population regroups non-locomotor driven motoneurons which did not
exhibit any locomotor related synaptic drive. It is likely that locomotor-driven motoneurons
may correspond to ventromedial motoneurons innervating back/abdominal muscles that have
been shown to be rhythmically active during locomotion (Carlson et al., 1979; Thorstensson
et al., 1982; Smith and Hollyday, 1983; Zomlefer et al., 1984; Carlson et al., 1988; Delvolvé
et al., 1997; Gramsbergen et al., 1999; Séze et al., 2008; Hu et al., 2012). Conversely, non-
locomotor driven motoneurons could correspond to motoneurons innervating respiratory
muscles located more dorsally and laterally in the lamina IX (Tani et al., 1994; Giraudin et al.,
2008). However, we cannot rule out that in our experimental conditions, the number of
locomotor-driven motoneurons may have been underestimated. First, the fact that their

proportion decreased caudorostrally along the spinal cord (Figure 5) raises the possibility
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that part of them, especially in rostral segments, could be recruited when the cervical
locomotor network is active (Ballion et al., 2001). Second, the recruitment of segmental
thoracic motoneurons may not be uniform along the cord (Tunstall and Roberts, 1994;
Menelaou and McLean, 2012). For instance, the recruitment of specific axial motoneurons
during swimming in larval zebrafish was shown to result from complex interactions between
motoneuron endogenous properties and synaptic strength of incoming inputs (Tunstall and
Roberts, 1994; Menelaou and McLean, 2012).

The locomotor drive recorded from thoracic motoneurons was biphasic, including an
excitatory and an inhibitory component (Figure 6). This locomotor drive is similar to the one
that has been described in lumbar motoneurons (Cazalets et al., 1996). Interestingly, we
showed that the lumbar locomotor network connects monosynaptically the thoracic
motoneurons (Figure 7). The reduced amplitude of membrane potential oscillations observed
when polysynaptic transmission was blocked in the thoracic cord indicates that the thoracic
circuitry actually contributed to the synaptic driving force. To our knowledge, we provide here
the first evidence that the lumbar locomotor network can contribute to the timing of motor
output produced in distant segments through a dual access to pre-motoneuronal and
motoneuronal elements. Further work will be required to evaluate whether the lumbar

locomotor network can also get access to sacral and cervical motoneurons.

Conclusion

Although the trunk plays a central role in posture and limbed locomotion, while
supporting and integrating the mechanical work of the limbs and contributing to gait pattern
adaptation (Carlson et al., 1988; Séze et al., 2008; Schmidt and Fischer, 2010), the thoracic
networks controlling trunk muscles remained so far largely unstudied in mammals. In this
context, we have gone one step further in the understanding of the functional coupling
between the lumbar locomotor network and the axial thoracic networks. We showed that the
lumbar locomotor network plays a central role in the generation of locomotor outputs in the
thoracic cord by acting at both the pre-motoneuronal and motoneuronal level. This work is
part of a global approach of the functioning of the spinal networks (Juvin et al., 2005;
Falgairolle et al., 2006; Falgairolle and Cazalets, 2007; Juvin et al., 2012) the understanding
of which will be probably helpful to design innovative therapeutic strategies to restore motor

activites following spinal cord injuries (Bjerkefors et al., 2009).
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Figure legends

Figure 1. Thoraco-lumbar bursting coordination during fictive locomotion. (A)
Schematic diagram of the experimental procedure (left panel). Simultaneous recordings from
lumbar and thoracic ventral roots during an episode of locomotor-like activity induced by
NMA (15uM) and 5-HT (15uM) (right panel). (B) High passed, rectified and smoothed traces
(Left panel) taken from the sequence presented in A (grayed area). The right panel illustrates
the mean normalized cycle repeated 2 times (n=63 cycles, right L2 taken as reference). (C)
Example of the wavelet analysis performed between pairs of recordings. Cross wavelet
transform (upper panel) and wavelet coherence between bilateral L2 activities revealed the
common high power frequencies and correlation between signals over time, respectively.
Frequencies' power and coherence between traces are color-coded with warm and cool
colors indicating high and low values, respectively. Black contours delimitate areas within the
5% significance level. Regions of interest (ROI, white dashed rectangle) were defined from
the map obtained while mixing the results of the cross-wavelet and wavelet coherence
(bottom map). Arrows indicate the phase relationship between each significant frequency
components (the left direction indicating out of phase relationship). Bottom graphs illustrate
the evolution of the frequency (black markers) and coherence (red markers) over time within
the ROI. Each marker represents the mean values obtained using bins of 1s. (D) Polar plot
representations of the phase relationships between the bursting activities recorded from
various ventral roots and the right L2. The direction and length of the red arrows indicates the
mean phase value (normalized from 0 to 1) and the r value, respectively. Raw values
distribution is also provided as histograms (using bins of 5°). r, right; |,left; T, thoracic, L,

lumbar.

Figure 2. Conditional rhythmogenic capabilities of thoracic spinal segments. (A) Raw
or integrated (/) extracellular activities recorded coordinated rhythmical motor bursts recorded
from the left thoracic T7 and left and right lumbar L2 ventral roots in the presence of NMA (15
uM) and 5-HT (15 yM) on the whole spinal cord (A1), on lumbar (A2) or on thoracic
segments (A3). (B) Plot of the locomotor period as a function of the experimental condition
(NMA/5-HT on the whole preparation or to the lumbar part, n= 28 preparations). (C-D)
Extracellular activities recorded from T10 or T8 and bilateral L2 ventral roots during NMA/5-
HT applied to the whole spinal cord in control conditions (C1-D1), after a T12/T13 section
(C2) or in the presence of a sucrose block on the lumbar segments (D2). r, right; | left; T,

thoracic, L, lumbar.
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Figure 3. Evidence of long ascending pathways between lumbar and thoracic
networks. (A) Coordinated locomotor-like activities recorded at different the thoraco-lumbar
levels triggered by NMA/5-HT bath -applied to the whole spinal cord preparation. (B) Effetcs
of the synaptic transmission blockade in T6-T12 segments with a low Ca®’/high Mg*'-
containing aCSF on the NMA/5-HT induced locomotor activity. Note the absence of bursting
activity on T9. (C) Polar plots of the phase relationships between T3 (bottom panels) or T5
(upper panels) and right L2 locomotor bursts taken as reference before (control, left panels)
and after synaptic transmission blockade in mid thoracic segments (low Ca*/high Mg?*, right
panels). Note the clockwise shift of the mean phase observed at both thoracic levels in the

presence of the low Ca2+/high Mgz+ solution. r, right; I,left; T, thoracic, L, lumbar.

Figure 4. Localization and intracellular characterization of thoracic motoneurons. (A)
Localization of motoneurons innervating axial back muscles in the T12 segment.
Photomicrographs of choline acetyltransferase (ChAT)-immunoreactivity in T12 (A1) showing
the ventromedial and lateral motoneuronal populations in lamina IX detailled at higher
magnification in the upper left inset. (A2) Motoneurons retrogradelly labeled iwith cholera
toxin B subunit Alexa Fluor 488 conjugate (CTRB) injected into back muscles. (A3) The merge
panel shows that back muscles motoneurons are located in the ventral part of the
ventromedial motoneuronal population. Arrows in A2 and A3 point to double labeled
motoneurons. (B) Schematic of the experimental procedure (left panel). The spinal cord was
transected at a given thoracic segment and placed on a sylgard support to access
motoneurons with intracellular electrodes. Motoneurons were identified by the presence of
antidromic action potential recorded in response to stimulations of the corresponding ventral
root (right panel). (C-D) Diagrams of the experimental procedure (left panels). Fictive
locomotion was induced by bath-applying NMA/5-HT to the whole spinal cord preparation.
Extracellular recordings were performed from the left and right L2 ventral roots and thoracic
motoneurons were intracellularly recorded at different thoracic levels. Representative traces
recorded from a T9 motoneuron that rhythmically emitted burst of action potential in phase
with the locomotor cycle, refered to as a locomotor driven motoneuron, and a T5 motoneuron
that exhibited action potentials independently from the locomotor activity (D) therefore
qualified as a non locomotor driven motoneuron. Bar histograms in right panels represent the
number of spikes emitted during the locomotor cycle (normalized and averaged from the left
L2 bursting activity and arbitrarily split into 10 subphases, top trace). The thick black line in
the graph indicates the percentage of cycles during which almost one action potential was

emitted in the various locomotor cycle subphases. r, right; I left; T, thoracic, L, lumbar.
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Figure 5. Restricted pharmacological activation of lumbar locomotor networks
triggers membrane potential oscillations in thoracic locomotor driven motoneurons.
(A1-B1) Schematic of the experimental procedure. A vaseline wall was built at the T12 level
as to be able to activate the lumbar segments separately from the thoracic cord. Extracellular
recordings were performed from the left and right L2 ventral roots and intracellular recordings
from motoneurons were performed at different thoracic levels. the mixture of NMA/5-HT was
applied to the lumbar cord to induce fictive locomotion. Representative traces of
intracellularly recorded motoneurons that exhibed (A2, locomotor driven motoneurons, Mn)
or that did not exhibited (B2, non locomotor driven Mn) locomotor membrane potential
oscillations in this experimental condition. (A3-B3) Mean locomotor burst and synaptic drive
computed from the recordings presented in A2 and B2 respectively. (C) Percentage of
locomotor-driven motoneurons showing a synaptic drive in phase with the ipsi- (grey) or
contralateral (white) L2 locomotor bursts. (D) Cumulative histograms of the percentages of
locomotor-driven (black) and non locomotor-driven motoneurons in the upper (T3-T5),
intermediate (T6-T7) and lower (T8-T10) thoracic segments. Numbers in brackets indicate

the number of motoneurons. r, right; |left; T, thoracic, L, lumbar.

Figure 6. Characterization of the synaptic drive received by locomotor-driven thoracic
motoneurons. (A) Time courses of the overall membrane potential depolarization recorded
from a T7 motoneuron from the onset to the end of a locomotor episode induced by restricted
applications of NMA/5-HT to the lumbar cord in control condition (A1), and during thoracic
bath-application of DNQX (5uM) alone (A2) or combined with AP5 (5uM, A3). Note the
decreased amplitude of the slow depolarization in the presence of DNQX and DNQX/APS5.
(B) Sequences of locomotor-like activityextracted from the episodes presented in A showing
the membrane potential oscillations phased-locked to the locomotor activity. Bottom panels
illustrate the mean cycle (repeated 4 times) obtained using the left L2 as reference in control
condition and in the presence of DNQX and DNQX/AP5 at the thoracic level. (C)
Representative traces of a thoracic motoneuron (T10) recorded during NMA/5-HT induced
locomotion in control condition (C1) and in the presence of Strychnine (2uM), DNQX (5p¢M)
and AP5 (5uM, C2) applied to the thoracic segments. r, right; l,left; T, thoracic, L, lumbar.

Figure 7. Monosynaptic contribution of the lumbar locomotor network to the synaptic

driving of thoracic motoneurons. (A) Membrane potential oscillations recorded from a T8

motoneuron during NMA/5-HT induced locomotor-like activity in the lumbar spinal cord. (B)
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Although decreased in amplitude a locomotor synaptic drive is still observed in the same
motoneuron when a high cations containing solution is applied to the thoracic segment to
depress polysynaptic pathways. (C) Mean synaptic drive computed from the recordings
prsented in A and B in normal aCSF (black trace) and in high cation-containing aCSF (grey

trace). r, right; 1,left; T, thoracic, L, lumbar.

Figure 8. Schematic diagram summarizing the relationships between the lumbar
locomotor network and the thoracic circuitry. The lumbar locomotor network drives the
thoracic activity while acting at both the premotoneuronal (dark grey) and motoneuronal
levels through short and long propriospinal pathways. The descending arrow indicates that
the thoracic networks can modulate the period of the activity generated by the lumbar

locomotor network.
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