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AVANT PROPOS 

 Mon projet de thèse est initialement focalisé sur le développement de techniques 

manquantes à l’équipe au moment de mon arrivée au laboratoire en octobre 2010. Ma première 

année de doctorat a ainsi été centrée sur le développement de l’optogénétique par l’utilisation d’une 

lignée de souris transgénique exprimant la channelrhodopsin-2 spécifiquement dans les cellules de 

Purkinje. Les fondateurs de cette lignée étant déjà présents au laboratoire, mon travail a alors été 

d’isoler une descendance présentant une bonne expression de cette protéine, de la caractériser par 

des enregistrements électrophysiologiques in vitro et de contrôler l’absence d’expression d’un 

phénotype comportemental. 

 Ce premier objectif atteint, nous avons développé un poste d’électrophysiologie permettant 

de faire des enregistrements juxta-cellulaires in vivo couplés à des stimulations lumineuses par 

l’utilisation d’une fibre optique. L’objectif primaire était la caractérisation des réponses de cellules de 

Purkinje en fonction des variations des stimulations lumineuses. Les résultats de ces enregistrements 

préliminaires ont également permis de mettre à jour deux questionnements relatifs à l’influence des 

cellules de Purkinje au niveau : 

� des microcircuits cérébelleux, par l’étude de l’action des collatérales des cellules de Purkinje 

sur les autres types de neurones corticaux. 

� de la boucle fermée olivo-cortico-nucléaire, par l’étude de la modulation de l’activité des 

potentiels d’actions complexes, lors de l’activation optique d’un groupe de cellules de 

Purkinje. 

 Cette seconde question a été traitée dans le cadre d’une collaboration avec deux équipes 

parisienne. Les travaux de Ferkrije SELIMI, de Clément LENA et de toutes les personnes qui, avec eux, 

ont accompagné ce projet ont été un enrichissement aussi bien scientifique que personnel. Cette 
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similaire à la notre est parue un mois avant l’acceptation de notre article. Les circonstances de cette 

publication nous laissent à penser qu’un des reviewers de notre travail a volontairement ralenti le 

processus de publication de notre article - la première des 4 soumissions datant du 4 février 2013 - 

afin de publier son étude dans un autre journal. Je ne souhaite ni fustiger quelqu’un, ni me plaindre 
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pour nos laboratoires ou pour ma carrière. Bonne lecture à vous. 

 

 "Malheureusement pour moi, d'autres courant la même carrière, virent plusieurs des choses 

que j'avois vuës, & s'étant fait un plan moins étendu, m'enlevèrent, en publiant leurs observations, 

une espèce d'honneur que je croiois avoir également mérité." 

Pierre Lyonet, 1760 

préface (p.2-3) du Traité anatomique de la Chenille, qui ronge le Bois de Saule. 
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PARTIE I : INTRODUCTION GENERALE 

 

1. H ISTORIQUE  

 Les premières mentions connues du cervelet remontent à l'Antiquité où Aristote (384 - 322 

avant J.C.) et Erasistratus (304 - 250 avant J.C.) le distinguent du cerveau (Malomo et al., 2006). Le 

nom de paracephalon (littéralement "semblable au cerveau") est utilisé, mais aucune description 

anatomique ou fonctionnelle n'est alors avancée. Galien (129 - 201) décrit ensuite cette structure 

chez l'animal comme étant située sous le cerveau en lui supposant un rôle dans la naissance des 

nerfs crâniens et de la moelle épinière. L'attachement de Galien à la théorie des humeurs 

(développée par Hippocrate au IVe siècle avant JC) et sa grande influence sur ses successeurs 

figeront pendant plusieurs siècles l'avancée des connaissances en matière de recherches médicales. 

 Avec la Renaissance, les travaux d'André Vesale permettent de sortir du dogme du 

Galiénisme et d'obtenir la première description anatomique du cervelet (De humanis corporis 

fabrica, 1543 ; cité par (Glickstein et al., 2009)). Les progrès en matière de dissection portés par 

Constant Varole (1543-1575) ouvrent la porte à des recherches anatomiques plus détaillées. Il décrit 

et illustre ainsi de manière fine le pont (de Varole), une structure fortement liée au cervelet. 

 Une description plus précise de l'anatomie cérébrale est proposée par Thomas Willis en 1664 

dans son ouvrage Anatomy of the Brain. Il remarque l'agencement arborescent des matières grises et 

blanches du cervelet et donne une bonne description du réseau sanguin. Outre les aspects 

anatomiques, il propose que le tronc cérébral et le cervelet soient rattachés aux réflexes et aux 

instincts. En 1665, Marcello Malpighi décrit un réseau de fibres ayant pour origine la moelle épinière 

et projetant, à travers le tronc, jusqu'au cortex cérébelleux. La première mention des noyaux 

cérébelleux revient à Raymond de Vieussens qui, en 1684, les nomme corpus rhomboideum. Il les 

décrit comme "une zone gris-cendrée enfouie dans la substance blanche du cervelet". Felix Vicq 

d'Ázyr (1746 - 1794) en fait une description plus précise et les renomme corps dentelés. Les autres 

noyaux sont ensuite appelés emboliformes, globuleux et fastigiaux par Stilling en 1864. 

 Au XVIIIe siècle, Vincenzo Malacarne (1744 - 1816) publie le premier ouvrage entièrement 

consacré au cervelet (Malacarne, 1776) dans lequel il fait une description bien plus détaillée du 

cortex cérébelleux et des noyaux que ses prédécesseurs. Il propose une dénomination en lobes et 

lobules et identifie une atrophie du cervelet chez des personnes souffrantes de crétinisme (attribué à 

un manque d'iode dans sa région d'Italie). Vers la fin du XVIIIe siècle, Johann Christian Reil (1759 -

 1813) et Karl Friedrich Burdach (1776 - 1847) proposent, sur la base des travaux de Malacarne, une 

nomenclature des lobules du cervelet humain. 

 Les bases anatomiques étant posées, la compréhension des fonctions cérébelleuses est alors 

rendue possible par l’expérimentation animale qui devient précise et systématique au début du XIXe 

siècle. Luigi Rolando, en 1809, établit que des lésions cérébelleuses provoquent des troubles moteurs 

sans atteindre les fonctions sensorielles ou intellectuelles. En 1822, Flourens va plus loin en 

observant que les animaux avec une lésion au cervelet sont toujours capables de se déplacer, mais le 

font de manière maladroite et sans coordination (d'après (Ito, 2002a)). Il conclut, en opposition avec 

Rolando, que le cervelet n’est pas la source de l’initiation des mouvements (qu’il place alors dans la 
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moelle épinière et dans le bulbe rachidien). Luigi Luciani, en 1891, observe en détail la récupération 

qui se produit après une lésion partielle ou une ablation totale du cervelet et fait la distinction entre 

effets transitoires et effets à long terme. Les trois symptômes cérébelleux selon lui sont l’asthénie 

(faiblesse ou fatigue physique), l’atonie musculaire et l’astasie (impossibilité de se maintenir debout). 

 Par la suite Joseph Babinski (1857 – 1932) et Gordon Holmes (1876 – 1965) font des 

interprétations cliniques plus détaillées concluant, entre autres, que des lésions cérébelleuses 

produisent des symptômes du même côté du corps (ipsilatéral). Babinski, sur la base des travaux de 

Flourens, met en avant des déficits de coordination des muscles antagonistes lors de séquences de 

mouvements rapides (dysdiadochokinesis). Holmes, s’appuyant sur des observations faites lors de la 

première guerre mondiale, confirme l’origine cérébelleuse de la triade de symptômes décrite par 

Luciani (Holmes, 1917). Ainsi, les premiers concepts des fonctions cérébelleuses sont posés dès le 

XIXe siècle. 

 En parallèle, Lodewijk Bolk (1866 – 1930) compare et décrit l’anatomie cérébelleuse de 69 

mammifères différents. Il divise le cervelet en 4 régions (un lobe antérieur, un vermis postérieur et 

deux hémisphères) et remarque qu’il y a, pour toutes les espèces observées, une continuité des 

foliations du vermis et des hémisphères. Bolk et Larsell contribuent au développement d’une 

nomenclature cérébelleuse toujours utilisée à l'heure actuelle (Glickstein and Voogd, 1995). Ainsi, les 

termes de crus I et II, de lobule simplex et paramédian sont attribués à Bolk et la subdivision en 10 

lobules du vermis à Larsell. Bolk propose également l’existence d’une unique carte somatotopique à 

la surface du cervelet. Cependant, Adrian ainsi que Snider et Stowell, démontrent l’existence d’une 

seconde carte respectivement dans les hémisphères et dans le lobule paramédian (Adrian, 1943; 

Snider and Stowell, 1944). 

 La première description d'une cellule du cerveau (et du cervelet) remonte à 1837 par Jan 

Evangelista Purkinje, 2 ans avant que Schwann (1839) ne propose la théorie cellulaire. L'apparition 

des marquages cellulaires issus des travaux de Camillo Golgi (1883) contribua grandement au 

développement des connaissances histologiques et à l'établissement de la théorie neuronale. 

Santiago Ramón y Cajal (1852 - 1930), s'appuyant sur cette technique, est le premier à décrire que les 

interactions neuronales se font par contact (et non par fusion) d'un axone sur une dendrite ou un 

corps cellulaire d'un autre neurone (Ramon y Cajal, 1911). Il décrit aussi en 1894 la structure 

histologique du cervelet, en révélant précisément les deux afférences du cortex cérébelleux : les 

fibres grimpantes et les fibres moussues. Les observations et les hypothèses qu'il développe ont posé 

des bases solides pour les recherches sur le cervelet et ses questionnements sont encore d'actualité 

aujourd'hui. 

 Même si le rôle du cervelet dans le contrôle moteur est établi depuis le début du XIXe siecle, 

il faut attendre les années 60, avec le développement de la microscopie électronique et des 

enregistrements par microélectrode, pour que soient testées les hypothèses de Ramón y Cajal. Les 

études morphologiques de Janos Szentàgothai et les enregistrements électrophysiologiques de John 

Eccles fournissent une image de l'architecture fonctionnelle du cortex cérébelleux (Szentagothai and 

Rajovits, 1959; Eccles et al., 1967). En 1974, Palay et Chan-Palay décrivent de manière fine 

l'ultrastructure des synapses cérébelleuses. Les années 70 à 90 voient éclore les premières cartes 

somatotopiques précises, la subdivision du cervelet en différentes zones ou encore de nouvelles 

populations cellulaires (Palay and Chan-Palay, 1974). Les études des 40 dernières années , aidées par 
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de grandes évolutions techniques, ont permis de définir un rôle du cervelet dans différentes formes 

d'apprentissage, de fonctions cognitives ou encore émotionnelles.  
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2. DESCRIPTION DU CERVELET 

 Le cervelet est une structure du système nerveux central située sous le télencéphale, à 

l'arrière du tronc cérébral et du bulbe. Il est la seconde structure de l'encéphale en terme de taille, 

représentant environ 10% du volume du cerveau, et contient plus de neurones que le reste du 

système nerveux central (Andersen et al., 1992; Herculano-Houzel et al., 2007; Sarko et al., 2009). 

Sur le plan phylogénétique on le trouve chez l'ensemble des vertébrés, bien qu'il existe également 

une structure analogue chez les céphalopodes, portant le nom de lobe pédonculaire ou encore lobe 

visuo-moteur (Hobbs and Young, 1973). A l'image du télencéphale, l'aspect extérieur du cervelet est 

marqué par la présence de différents sillons. L'organisation histologique est également comparable 

puisque le cervelet présente un cortex en surface et des structures en noyaux situées dans la 

substance blanche (figure 1). 

 

2.1. Structuration anatomique 

 Le patron de foliation du cervelet est invariant au sein d’une espèce donnée, procurant ainsi 

d'excellents repères anatomiques. La souris étant notre modèle d’étude, je vais présenter la 

structuration générale du cervelet de cet animal que l’on peut anatomiquement observer selon les 

trois plans de coupe classiques : sagittal – transversal/horizontal – coronal (figure 1). 

 

2.1.1. Organisation anatomique générale 

 Chez les mammifères, le cervelet peut être partagé selon l’axe rostro-caudal en 3 lobes : 

antérieur, postérieur et flocculo-nodulaire (figure 2A) ; eux-mêmes divisibles en lobules numérotés 

de I à X  dans le vermis (figure 2A) (Larsell, 1952). Une présentation déroulée du cervelet - 

regroupant les axes rostro-caudal et dorso-ventral sur un même plan - permet une visualisation de 

l’ensemble des divisions et est rendue possible par une organisation tissulaire homogène dans ces 2 

axes (figure 2Aii). Selon l’axe médio-latéral le cervelet se partage, de part et d'autre de la ligne 

médiane, en 3 divisions parasagittales : le vermis (cervelet médial), le paravermis (cervelet 

intermédiaire ou pars intermedia) et l'hémisphère (cervelet latéral ; figure 2B). 

 Sous les foliations corticales se situe la substance blanche dans laquelle se trouvent 3 paires 

de noyaux cérébelleux portant, chez les rongeurs, les noms de noyau médial, interposé - antérieur et 

postérieur - et latéral. Ces noyaux constituent, avec les noyaux vestibulaires, la sortie du cervelet 

(figure 2C). 

 

2.1.2. Organisation fonctionnelle 

 Il est possible de distinguer trois régions cérébelleuses fonctionnelles, plus ou moins 

étendues selon le degré d'évolution phylogénétique, qui sont associées à des afférences et 

efférences spécifiques. 
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 Le vestibulo-cervelet (ou archéo-cervelet) correspond à la partie la plus ancestrale et est 

composé des lobes flocculo-nodulaires. Il reçoit des afférences vestibulaires, proprioceptives et 

cutanées et projette sur les noyaux vestibulaires (figure 2B). Le vestibulo-cervelet est impliqué dans 

les processus réflexes d'équilibration ou encore dans la gestion des réflexes oculomoteurs. Une 

lésion à son niveau se traduit par des troubles de l’équilibre et/ou un nystagmus. 

 Le spino-cervelet (ou paléo-cervelet) apparait chez les reptiles et correspond aux régions 

vermale et paravermale du lobe antérieur. Il reçoit des afférences proprioceptives, mais aussi 

somesthésiques, vestibulaires et sensorielles. Le spino-cervelet émet des efférences en direction du 

noyau médial (fastigial), vers la partie antérieure du noyau interposé et vers les noyaux vestibulaires 

(figure 2B). Il est impliqué dans les réflexes de redressement et d'adaptation de la posture. Une 

lésion de cette région se traduit par des troubles de la marche - généralement une ataxie -  et de la 

coordination des membres inférieurs. 

 Le cérébro-cervelet (ou néo-cervelet) apparait avec les mammifères et correspond aux 

hémisphères ainsi qu'à la zone centrale et postérieure du paravermis. Il reçoit principalement des 

informations corticales qui transitent via les noyaux du pont, en plus d’afférences de même nature 

que le spino-cervelet. Le néo-cervelet contacte principalement les noyaux latéraux, mais également 

les noyaux interposés antérieures et postérieurs (figure 2B). Il est impliqué dans la planification et la 

régulation des mouvements fins et balistiques, par le contrôle et la coordination des muscles 

agonistes et antagonistes impliqués. 

 

2.2. Rôles & Sémiologie 

 Le cervelet joue un rôle fondamental dans la coordination, l'ajustement, la planification et 

l'automatisation des mouvements, dans le maintien de la posture et de l'équilibre ou encore dans la 

modulation de certains réflexes. Pour ce faire, il va collecter des informations motrices et sensorielles 

provenant aussi bien du cortex cérébral que du reste du corps via la moelle épinière. 

 Lors de l'initiation d'un mouvement volontaire, une copie de la commande motrice efférente 

provenant du cortex cérébral est envoyée vers le cervelet (Sperry, 1950; Von Holst, 1954; Wolpert et 

al., 1998). Au cours de l'exécution de ce dernier, des informations somesthésiques, vestibulaires, 

visuelles et auditives parviennent au cervelet en suivant différentes voies d'entrées. Les 

renseignements ainsi collectés représentent le contexte somatosensoriel du corps et sont, parfois, 

déjà hautement intégrés avant d'atteindre le cervelet. Une des fonctions du cervelet serait, à partir 

de la copie de la commande motrice, de prédire le retour sensoriel correspondant à l'ordre moteur. 

Cette prédiction est alors comparée avec les informations sensorielles ascendantes afin de détecter 

une éventuelle erreur motrice et, si besoin, la corriger (Wolpert et al., 1998; Bastian, 2006). Cette 

comparaison du mouvement programmé et du mouvement réel perçu par le retour sensoriel 

pourrait, entre autre, donner au cervelet le statut de comparateur entre l’intention et la 

performance (Thach et al., 1992; Jueptner and Weiller, 1998). 

 Les troubles moteurs consécutifs à une lésion cérébelleuse varient en fonction de la 

localisation et de l'étendue de la zone atteinte (Holmes, 1917) et sont généralement limités à 

l'hémicorps ipsilatéral à la lésion. Ils s'appliquent aussi bien à la coordination des membres, aux 
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mouvements fins, à la posture, à la démarche, à l'oculomotricité ou encore à la parole. Les principaux 

symptômes associés au cervelet sont : 

� L’hypotonie : correspond à une diminution du tonus et de la résistance des muscles. Cette 

manifestation est souvent transitoire. 

� L’ataxie : se manifeste par un manque de coordination des mouvements volontaires se 

traduisant par des troubles de l'équilibre, du maintien postural et de la coordination 

oculomotrice. 

� L’incoordination cinétique : s'exprime par différents symptômes cérébraux, avec par exemple 

une hyper- ou une hypométrie, provoquant des mouvements d'amplitude anormales ; une 

adiadococinésie, identifiée par une incapacité à alterner des mouvements rapides et fins ; ou 

encore, des tremblements. 

 

2.3. Fonctions cognitives 

 L'implication du cervelet a également été montrée pour certains processus cognitifs (Leiner 

et al., 1993; D’Angelo and Casali, 2012). Sur le plan clinique, il existe un syndrome cérébelleux qui se 

traduit par une atteinte des fonctions exécutives de la planification, de la mémoire de travail visuo-

spatiale, de la fluence verbale et par des changements émotionnels (Schmahmann and Sherman, 

1998; Schmahmann and Caplan, 2006). Plus généralement, le cervelet pourrait également jouer un 

rôle dans l'autisme, la schizophrénie et la dyslexie (Hashimoto et al., 1995; Andreasen et al., 1998; 

Nicolson et al., 2001). 

 Un rôle du cervelet dans les apprentissages impliquant la mémoire spatiale a put être montré 

expérimentalement (Goodlett et al., 1992; Lalonde, 1997; Petrosini et al., 1998). De plus, l'utilisation 

de souris transgéniques et d’approches pharmacologiques perturbant les fonctions cérébelleuses a 

mis en avant un déficit de mémoire procédurale dans le test de la piscine de Morris (Rondi-Reig and 

Burguière, 2005). 

 La fonctionnalité de ces processus cognitifs serait sous-tendue par les mêmes réseaux que 

ceux utilisés pour les traitements sensori-moteurs (Glickstein et al., 2011; D’Angelo and Casali, 2012). 

Cependant, le rôle du cervelet dans les fonctions cognitives est toujours débattu, probablement 

parce qu'il est difficile de dissocier les déficits moteurs des déficits cognitifs dans les paradigmes 

expérimentaux. 

 

3. VARIATIONS INTER-ESPECES :  CHOIX DU MODELE  

 Les études inter-espèces ont permis de constater que la taille du vermis, des paravermis et 

des hémisphères varie de façon non proportionnelle avec l'évolution des vertébrés (Bolk, 1906; 

Sultan and Braitenberg, 1993). L'anatomie du cervelet passe d'une structure simple, chez les 

amphibiens et les reptiles, à des formes plus complexes, chez les poissons, oiseaux et mammifères. 

Malgré ces variations, le cervelet conserve une organisation stable au cours du développement 

phylogénétique des mammifères sur le plan des compartiments cytoarchitecturaux, des structures 
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majeures et des fonctions principales (Bolk, 1906). Au cours de la phylogénèse, le développement 

des hémisphères s'est fait au détriment de celui du vermis, et les foliations ont été de plus en plus 

nombreuses (figure 3). Chez les mammifères, la densité de neurones et la surface du cervelet sont 

directement corrélées à la taille du corps, renforçant l'idée de sa forte implication dans les 

phénomènes moteurs. La densité des cellules de Purkinje exprimée par rapport à celle des cellules en 

grains semble être un bon marqueur du stade de développement phylogénétique (Lange, 1975). Une 

diminution de ratio est ainsi observée avec l’évolution des espèces (homme = 1:2991 ; singe écureuil 

= 1:1864 ; souris = 1:778). Cependant, indépendamment de ces variations de taille et de ratio 

cellulaire, l’organisation histologique et la structuration cérébelleuse semblent être bien conservées 

entre les espèces. 

 Les modèles animaux utilisés historiquement pour les recherches sur le cervelet ont d’abord 

été le singe, le chat et le lapin, puis plus récemment le rat et la souris.  Malgré cette variabilité inter-

espèces, la majeure partie des avancées scientifiques observées sur un modèle ont pu être 

reproduites dans les autres. L’étude présentée dans ce manuscrit utilise un modèle de souris 

transgéniques, c’est pourquoi les schémas et les données de la littérature utilisées feront 

préférentiellement appel aux modèles murins lorsque cela est possible. 
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PARTIE II : ORGANISATION ANATOMIQUE ET FONCTIONNELLE DU CERVELET 

 L'information entrante et sortante du cervelet passe systématiquement par les pédoncules 

cérébelleux - inférieurs, moyens et supérieurs - qui rattachent le cervelet au reste de l'encéphale. Les 

fibres grimpantes et les fibres moussues constituent les afférences principales qui projettent vers le 

cortex cérébelleux. Ce dernier intègre et traite l'information au sein des couches granulaires et 

moléculaires avant de la transmettre, via les cellules de Purkinje, aux noyaux cérébelleux et 

vestibulaires, lesquels constituent l'unique voie de sortie du cervelet (figure 1 & 4A).  Afin de 

respecter cette logique physiologique d’intégration du signal, je présenterai l’anatomie de ces 

structures dans cet ordre. 

 

1. AFFERENCES CEREBELLEUSES 

 Les fibres moussues et les fibres grimpantes jouent un rôle central et complémentaire dans 

l'acheminement et le traitement des informations par le cervelet. Ces deux entrées glutamatergiques 

projettent dans des couches distinctes du cortex cérébelleux. Des afférences sérotoninergiques, 

dopaminergiques, noradrenergiques ou encore cholinergiques projettent également dans cette 

structure (Schweighofer et al., 2004; Oostland and van Hooft, 2013), cependant, elles ne seront pas 

développées dans ce manuscrit. 

 Le cortex cérébelleux procède au traitement des informations arrivant des fibres grimpantes 

et des fibres moussues séparément. C'est dans l'étude de l'intégration et de l'interaction de ces deux 

entrées que réside la compréhension des fonctionnements majeurs de cette structure. Ainsi, bien 

que notre travail porte essentiellement sur les interconnexions entre les fibres grimpantes et le 

cervelet, nous présenterons également l'organisation des afférences moussues. Les interactions 

possibles entre ces deux systèmes d'information seront discutés ultérieurement. 

 

1.1. La voie des fibres moussues 

 Les fibres moussues sont issues des noyaux pré-cérébelleux et de la moelle épinière. Elles 

sont appelées ainsi car leurs terminaisons, projetant dans la couche granulaire du cortex cérébelleux, 

forment un complexe synaptique ayant l’aspect d’un morceau de mousse (Ramon y Cajal, 1911). 

Arrivé dans la substance blanche cérébelleuse, l’axone des fibres moussues va produire des 

collatérales qui peuvent croiser la ligne médiane et se distribuer bilatéralement dans le cortex 

cérébelleux, ou simplement rester ipsilatérales. Chaque fibre moussue produit ainsi une centaine de 

ces terminaisons également appelées "rosettes" (Quy et al., 2011). Une partie d'entre elles envoie 

également une collatérale vers les noyaux cérébelleux (Gerrits and Voogd, 1987; Mihailoff, 1993; 

Matsushita and Yaginuma, 1995). L'information sensorielle acheminée par les fibres moussues peut 

suivre deux voies. Tout d'abord, la voie directe va convoyer des informations provenant de la face - 

voie trigémino-cérébelleuse - ou de la périphérie - voie spino-cérébelleuse - renseignant 

essentiellement sur la position des membres, la pression cutanée, l'inclinaison de la tête ou encore 

l'orientation des yeux.  La voie indirecte - ou cérébro-cérébelleuse - va transmettre des informations 
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déjà intégrées provenant essentiellement des cortex cérébraux sensoriels et moteurs (Morissette 

and Bower, 1996). 

 

1.1.1. Noyaux précérebelleux 

 La majorité des afférences moussues provient du tronc cérébral et plus particulièrement 

d’une série de noyaux relais transférant tous types d’informations motrices et sensorielles en 

provenance des cortex cérébraux, du corps et de la face (pour revue voir (Ruigrok, 2004)). Il est 

possible de distinguer différents types de noyaux précérébelleux (figure 4B) : 

� Les noyaux du pont constituent une voie importante de projection des fibres moussues vers 

le cortex cérébelleux (Serapide et al., 2001). Ils reçoivent principalement des entrées 

cérébrales sensorimotrices et visuelles, puis dans une moindre mesure, des entrées auditives 

et des aires associatives. Ainsi, les informations qui parviennent au cervelet par ce biais ont 

déjà fait l'objet d'un traitement cortical (Schmahmann and Pandya, 1997). 

� Les noyaux réticulaires latéraux contactent l’ensemble des régions cérébelleuses à 

l’exception du lobe flocculo-nodulaire et envoient systématiquement une collatérale aux 

noyaux cérébelleux (Wu et al., 1999). Ils reçoivent des afférences principalement de la 

moelle épinière, mais également de quelques structures supra-spinales (Bruckmoser et al., 

1970). 

� Les noyaux des nerfs crâniens, dont les efférences proviennent majoritairement du noyau 

principal et mésencéphalique des noyaux trigéminés, convoient des informations somato-

sensorielles de la face (Van Ham and Yeo, 1992). Peu d'études relatent l'existence de 

collatérales en direction des noyaux cérébelleux. 

� Les noyaux vestibulaires projettent principalement sur le lobe flocculo-nodulaire en 

apportant essentiellement des informations provenant du corps genouillé latéral et du 

colliculus supérieur (figure 4B). 

� Les noyaux de la colonne dorsale, situés dans le tronc cérébral, relaient également les 

informations spinales. Ils sont composés des noyaux cunéiformes internes, externes et des 

noyaux graciles. Des marquages rétrogrades et antérogrades ont pu établir une connexion 

principalement ipsilatérale avec le cervelet (Gerrits et al., 1985; Quy et al., 2011). Cette voie 

est majoritairement impliquée dans le transfert des informations somato-sensorielles 

provenant du corps (figure 4B). Les collatérales en direction des noyaux cérébelleux seraient 

peu nombreuses, de l’ordre de 1 pour 15 axones (Quy et al., 2011). 

 

 Différents faisceaux provenant de la moelle épinière envoient directement des fibres 

moussues dans le cortex du cervelet. Les voies spino-cérébelleuses dorsales et ventrales sont dédiées 

à l’information provenant des membres inférieurs, la voie rostrale - faisant un relai dans les noyaux 

de la colonne dorsale - étant consacrée aux membres supérieurs (Yaginuma and Matsushita, 1986). 

Ces voies transmettent l'information proprioceptive et somesthésique en renseignant le cervelet sur 

l'état spatial et dynamique des membres à un instant précis. Les entrées cérébelleuses ainsi 

produites forment également des collatérales qui ciblent les noyaux du cervelet (figure 4B). 
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1.1.2. Voie moussue nucléo-cérébelleuse 

 Il existe également une projection moussue de type feedback provenant des noyaux 

cérébelleux (Trott et al., 1998a, 1998b). Cependant, cette connexion n’apporte pas d’informations 

extérieures au cervelet. 

 

1.2. La voie des fibres grimpantes 

 L’olive inférieure est une structure bien définie divisible en différentes sous unités dans la 

partie ventrale du tronc cérébral caudal (figure 4B). La plupart des études sur l’anatomie bulbaire suit 

la description initialement faite par Kooy qui divise le complexe olivaire des mammifères en 3 parties 

(figure 5A & C) : l’olive principale (PO), l’olive accessoire dorsale (DAO) et l’olive accessoire médiale 

(MAO). Il existe en plus 4 autres petites sous-divisions (figure 5C) : le chapeau dorsal (DC), 

l'excroissance ventrolatérale (VLO), la colonne de cellule dorso-médial (dmCC) et le noyau bêta (Be) 

(Kooy, 1916; Ruigrok, 2004). Une nomenclature différente a également été proposée par Altman et 

Bayer, basée sur le développement et l’organisation des connexions olivo-cérébelleuses (Altman and 

Bayer, 1987). 

 Des informations multiples provenant à la fois de structures spinales et supra-spinales sont 

acheminées vers l’olive inférieure. Cette dernière reçoit ainsi, outre les entrées spino-olivaires, des 

afférences des noyaux vestibulaires, des noyaux du trijumeau et du tectum (Van Ham and Yeo, 1992). 

Les informations cérébrales sont majoritairement issues du cortex sensorimoteur et sont acheminées 

soit directement, soit via des structures relais (figure 5B). Cependant, malgré une bonne 

connaissance générale, peu d’études détaillent précisément l'organisation des afférences de l’olive 

inférieure. 

 Les projections olivaires sont glutamatergiques et se font principalement sur l’arbre 

dendritique des cellules de Purkinje au niveau de la couche moléculaire (figure 5D). L’axone d’une 

cellule olivaire se divise pour aller faire contact avec plusieurs cellules de Purkinje (Armstrong et al., 

1973), ces branches respectent une orientation parasagittale (figure 5Di) et très occasionnellement 

médiolatérale. Les collatérales des fibres grimpantes se font majoritairement dans la substance 

blanche et occasionnellement dans la couche granulaire (Sugihara et al., 1999). Le rapport entre le 

nombre de fibres grimpantes et le nombre de cellules de Purkinje serait de 1:7 chez le rat (Schild, 

1970; Sugihara et al., 2001), de 1:9 à 1:11 chez le chat (Escobar et al., 1968; Mlonyeni, 1973) et de 

1:15 chez l’homme (Escobar et al., 1968). Cette ramification se fait de façon controlatérale et peut 

couvrir plusieurs lobes cérébelleux. Chez les souris adultes, il existe également des collatérales 

"fines" projetant dans la couche granulaire (figure 5Dii) et pour lesquelles peu de connaissances 

existent aussi bien sur le plan anatomique que fonctionnel (Van der Want et al., 1989; Sugihara et al., 

1999). 

 Dans les cas d'atteintes de l'olive inférieure ou des fibres grimpantes, les troubles qui en 

résultent sont très similaires à ceux observés pour les atteintes cérébelleuses. L'activité de l'olive 

inférieure est dépendante de paramètres variés comme par exemple le contexte sensoriel (Porrill et 

al., 2004), les situations de nouveautés et d'apprentissages moteurs (Llinás et al., 1975; Gilbert and 

Thach, 1977) ou encore lors d'occurrences d'erreurs dans le mouvement (Andersson and Armstrong, 
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1987; Kitazawa et al., 1998). Une description plus fine de l’anatomie et des fonctions olivaire sera 

faite plus loin dans ce manuscrit. 

 

2. LE CORTEX CEREBELLEUX  

 Le cortex cérébelleux est caractérisé par la très grande répétition d'un même circuit 

élémentaire commun à tous les mammifères et dont on connait l'anatomie en détail depuis plus d'un 

siècle (figure 6A). Il est divisé en trois couches - couche granulaire, couche des cellules de Purkinje et 

couche moléculaire - ayant une homogénéité cytoarchitecturale entre les différents lobules. Il y a 

sept types de neurones bien définis morphologiquement et répartis au travers des trois couches du 

cortex (figure 6B). 

 La couche granulaire, la plus interne du cortex cérébelleux, est composée des cellules en 

grains, des cellules de Golgi et des cellules de Lugaro. Il existe également une sous-population de 

neurones, les cellules unipolaires en brosse, présents uniquement dans les lobules postérieurs. Chez 

le rat, l’épaisseur moyenne de la couche granulaire a été évaluée à 149 µm (Harvey and Napper, 

1991). 

 Les corps cellulaires des cellules de Purkinje forment la couche intermédiaire du cortex 

cérébelleux. Les cellules de Purkinje envoient leurs axones à travers la couche granulaire et 

projettent leurs dendrites suivant l'axe parasagittal dans la couche moléculaire. 

 La couche moléculaire contient les cellules en étoile et les cellules en panier. Elle constitue la 

couche la plus externe du cortex et mesure, chez le rat, environs 225 µm (Harvey and Napper, 1991). 

On y trouve également les fibres parallèles – axones des cellules en grains – ainsi que les dendrites 

des cellules de Purkinje et de Golgi (figure 6B). 

 

2.1. Projections des fibres moussues et grimpantes  dans le cortex cerebelleux 

 Le traitement de l’information dans le cortex cérébelleux commence par la mise en jeu d'une 

double entrée excitatrice. Ces informations entrantes sont acheminées, via des voies directes et 

indirectes, jusqu’aux cellules de Purkinje qui constituent l’unité de traitement principal du cortex 

cérébelleux. La voie directe est constituée par les fibres grimpantes qui contactent les cellules de 

Purkinje et la voie indirecte par les fibres moussues qui leur transmettent l’information via un réseau 

neuronal dont les premiers relais sont les cellules en grain. 

 Une fibre grimpante va former des synapses glutamatergiques sur une cellule de Purkinje et 

va, par transmission volumique du neurotransmetteur, induire une excitation des interneurones de la 

couche moléculaire (Szapiro and Barbour, 2007). Les fibres grimpantes évoquent un potentiel 

d’action spécifique aux cellules de Purkinje dénommé complex spike (CS). 

 Les fibres moussues, malgré leurs origines variées, partagent des caractéristiques 

morphologiques communes. Elles projettent dans la couche granulaire en formant des structures 

larges appelées glomérules. Ces synapses constituent une entrée excitatrice massive sur les neurones 
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en grain, mais également sur les cellules de Golgi. Les cellules en grain activent, via les fibres 

parallèles situées dans la couche moléculaire, les cellules de Purkinje, les interneurones de la couche 

moléculaire et les cellules de Golgi (figure 6B). 

 

2.2. Cellules de Purkinje 

 Etant la seule voie de sortie du cortex cérébelleux, la cellule de Purkinje joue un rôle 

fondamental dans l'intégration et l’acheminement des informations cérébelleuses. Elle est le lieu de 

convergence de toute l’information qui arrive dans le cervelet. La compréhension des processus qui 

régulent l'activité des cellules de Purkinje est donc centrale pour le décryptage du traitement de 

l’information cérébelleuse. 

 

2.2.1. Morphologie 

 La cellule de Purkinje est le premier neurone du cervelet à se développer. Son apparition se 

situe entre E10 et E13 chez la souris (Miale and Sidman, 1961). Elles sont au nombre de 220 000 dans 

le cortex cérébelleux d’une souris (Harvey and Napper, 1991) et de 338 000 chez le rat. Les cellules 

de Purkinje sont de grands neurones GABAergiques – le corps cellulaire fait environ 15 µm chez la 

souris – dont les axones myélinisés forment l'unique voie de sortie du cortex dirigée sur les noyaux 

cérébelleux et vestibulaires (Chan-Palay et al., 1979). L'arborisation dendritique de la cellule de 

Purkinje s'étend en deux dimensions suivant l'axe parasagittal (figure 7A & B), sur toute la hauteur de 

la couche moléculaire et sur 250 µm de large chez le rat (Palay and Chan-Palay, 1974). Son épaisseur 

selon l'axe transversal est de 15 à 20 µm. Un tronc dendritique principal, parfois deux, s’élève du 

pôle apical de la cellule, donnant quelques dendrites primaires qui se ramifient en dendrites 

secondaires. De ces troncs secondaires naît une arborisation tertiaire fine et multiple, couverte de 

milliers d’épines dendritiques recevant les entrées des fibres parallèles (Palay and Chan-Palay, 1974). 

 Cette disposition particulière de l’arbre dendritique s'oriente perpendiculairement au 

faisceau transverse des fibres parallèles formées par les axones des cellules en grain (figure 7B). 

Chaque cellule de Purkinje est ainsi traversée par plusieurs centaines de milliers de fibres parallèles 

(Harvey and Napper, 1991) produisant 170 000 potentielles entrées synaptiques de cellules en grain 

(Napper and Harvey, 1988a). Chaque cellule de Purkinje est contactée par une unique fibre 

grimpante qui s’enveloppe autour des troncs dendritiques primaires et secondaires (figure 5Diii, 7Aii 

& 7B) formant des centaines de sites de libérations (Palay and Chan-Palay, 1974; Crepel et al., 1981). 

Sur le plan développemental, il y a initialement une innervation multiple des cellules de Purkinje par 

les fibres grimpantes qui régresse durant les 3 premières semaines post-natales pour devenir une 

mono-innervation (Crepel and Mariani, 1976; Watanabe and Kano, 2011). Les interneurones de la 

couche moléculaire font des contacts inhibiteurs sur l’arbre dendritique et le corps cellulaire des 

cellules de Purkinje. 

 L’axone des cellules de Purkinje émet également des collatérales (figure 7Ai) dans le cortex 

cérébelleux qui contacteraient les autres cellules de Purkinje (Ramon y Cajal, 1911; Palay and Chan-

Palay, 1974; Orduz and Llano, 2007; Bornschein et al., 2013), les cellules de Lugaro et de Golgi (Palay 
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and Chan-Palay, 1974; Hawkes and Leclerc, 1989) mais aussi potentiellement les interneurones de la 

couche moléculaire (Palay and Chan-Palay, 1974; King and Bishop, 1982; O’Donoghue et al., 1989). 

Ces connexions se répartissent majoritairement selon l'axe parasagittal. Il semble également que, 

dans certaines conditions, les collatérales peuvent s’étendre dans l’axe médio-latéral sur de courtes 

distances (Hawkes and Leclerc, 1989; Sugihara et al., 2009). 

 

2.2.2. Physiologie 

 Les cellules de Purkinje produisent deux types de potentiels d’actions, nommés 

respectivement simple (SS : simple spike) et complexe (CS), représentant une forme d'activité 

neuronale unique dans le système nerveux central (figure 7C & D). La fréquence de décharge de ces 

deux types de potentiels d'action varie en fonction de la zone d'enregistrement, du type d'anesthésie 

ou de l'activité comportementale en cours chez l'animal éveillé. Chez le rat et la souris anesthésiés, 

les CS ont une fréquence variant entre 0,2 et 1,5 Hz alors que la décharge spontanée des SS est 

comprise entre 20 et 60 Hz (Shin et al., 2007a, 2007b). 

 Un CS est généré suite à l'activation d’une fibre grimpante sur une cellule de Purkinje. Une 

telle libération recrute les récepteur AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate) qui 

induisent l'activation des canaux calciques et des canaux sodiques voltage-dépendants aboutissant à 

un plateau de dépolarisation dans les dendrites (figure 7C). Cette forte excitation conduit à la 

génération systématique d'un potentiel d'action suivi d'oscillation, ou spikelet, facilement 

identifiable. La propagation axonale d'un CS se ferait par la génération d'une "bouffée" de plusieurs 

potentiels d’actions sodique - 1,7 en moyenne - dans l'axone de la cellule de Purkinje (Monsivais et 

al., 2005). Un évènement transmis par une fibre grimpante est donc systématiquement relayé vers 

les noyaux cérébelleux représentant ainsi une transmission ultra-fiable de cette information. Bien 

que l'activité spontanée soit généralement lente, chez l'animal vigil, les CS peuvent être émis de 

façon rythmique à 80-120 ms d'intervalle en fonction de la tâche en cours (Sasaki et al., 1989). Cette 

entrée, provenant de l’olive inférieure, jouerait un rôle dans l'induction d'apprentissages moteurs 

(Marr, 1969; Albus, 1971; Welsh and Harvey, 1998), dans l'établissement de plasticités 

hétérosynaptiques, dans la transmission des signaux d’erreurs ou encore dans la régulation 

temporelle des activités cérébelleuses (Kitazawa et al., 1998). 

 Les SS des cellules de Purkinje suivent une activité spontanée et régulière à une fréquence 

avoisinant les 40 Hz en l'absence d'entrée synaptique (Häusser and Clark, 1997). Chez l'animal éveillé 

ou lors d'expériences in vitro, cette activité régulière est fortement modulée par les entrées 

excitatrices, inhibitrices (Llinás and Sugimori, 1980; Raman and Bean, 1999) et l'occurrence de CS. 

 Schématiquement, la voie des fibres grimpantes génère donc les CS alors que la voie des 

fibres moussues est impliquée dans la régulation des SS via l'activation des réseaux neuronaux du 

cortex cérébelleux. Cependant, il existe également une influence réciproque de ces deux types de 

potentiels d'actions. L’activité SS est fortement influencée par l’occurrence de CS qui induisent une 

pause dans la décharge des SS (figure 7D). Cette pause pourrait être induite par l'hyperpolarisation 

prolongée tributaire des canaux potassiques dépendant du calcium - de type BK et/ou SK - (figure 7C) 

(Granit and Phillips, 1956; Ebner and Bloedel, 1981; Sato et al., 1992) ou à l'activation 
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d'interneurones inhibiteurs locaux par conduction volumique du glutamate (Szapiro and Barbour, 

2007). 

 

2.3. Cellules en grain 

 Il y aurait un total de 92 millions de cellules en grain dans le cervelet d’un rat, ce qui nous 

amène à un ratio de 274 grains par cellule de Purkinje (Harvey and Napper, 1988). Les cellules en 

grain représentent le relai principal de l'information provenant des fibres moussues. Elles sont les 

neurones excitateurs majoritaires du cortex cérébelleux (figure 8A). 

 

2.3.1. Morphologie 

 Les cellules en grain représentent environs 60% des neurones du cerveau chez la souris. La 

taille de leur corps cellulaire - environs 5 µm chez le rat - en fait également le plus petit neurone 

(Harvey and Napper, 1991). Elles reçoivent l’information par 4 à 5 dendrites courtes qui se terminent 

dans les glomérules formés par les rosettes des fibres moussues et les axones des cellules de Golgi 

(figure 8Bi). Il existe donc des entrées excitatrices provenant des fibres moussues, et inhibitrices 

originaires des cellules de Golgi. Le signal ainsi intégré est alors transmis par un axone qui se projette 

verticalement dans la couche moléculaire avant de se scinder en deux branches courant le long du 

folium selon l’axe médio-latéral (figure 8B). Ces axones forment un faisceau de fibres appelées 

"fibres parallèles" pouvant mesurer entre 4,2 et 4,7 mm chez le rat (Pichitpornchai et al., 1994). 

Notons que la longueur d’une fibre parallèle ne lui permet pas de passer d’un hémisphère 

cérébelleux à l’autre, même s’il est possible qu’elle croise la ligne médiane pour atteindre le 

paravermis controlatéral. L’orientation perpendiculaire de ce faisceau par rapport à l’arbre 

dendritique plan des cellules de Purkinje permet à une seule fibre parallèle de faire jusqu'à 800 

synapses dites "en passant" sur autant de ces cellules. Des études au microscope électronique 

révèlent qu’il n’y aurait qu’un ou deux contacts physiques entre une fibre parallèle et les dendrites 

d’une cellule de Purkinje (Pichitpornchai et al., 1994). Elles font également des contacts excitateurs 

sur les interneurones de la couche moléculaire et les dendrites apicales des cellules de Golgi (figure 

8B & 9). Cette connexion des fibres parallèles sur les cellules de Golgi entraine donc une inhibition de 

type feedback sur les cellules en grain via les synapses formées dans le glomérule. L’axone ascendant 

non myélinisé des cellules en grain fait également des contacts synaptiques (figure 8B) avant de se 

diviser pour former les fibres parallèles (Napper and Harvey, 1988b). 

 

2.3.2. Transmission de l’information 

 Les fibres parallèles sont des axones non myélinisés impliqués dans la transmission de 

l’information provenant des fibres moussues suivant l’axe médio-latéral. L’anatomie particulière de 

ces fibres qui forment des faisceaux – ou beam – sur plusieurs millimètres suggère une propagation 

de l’information sur de grandes distances (figure 8B). L’ensemble des cellules de Purkinje situées 

dans un même faisceau pourrait ainsi, si les connexions sont homogènes en termes de répartition et 
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de poids synaptique, être activé par les mêmes entrées provenant des fibres moussues. Braitenberg 

et Atwood, puis plus tard Eccles, proposent que cette excitation provenant des fibres parallèles 

active l’ensemble des cellules de Purkinje d’un même beam sous la forme d’une vague de 

dépolarisation. Cette information est ensuite propagée aux noyaux cérébelleux par la modulation des 

cellules de Purkinje (Braitenberg and Atwood, 1958; Eccles et al., 1967). Cette vision initiale a 

progressivement évolué car de telles activations n'ont pas pu être observées lors d'expérimentations 

in vivo. Subséquemment, différents travaux ont pu montrer l'existence d'activations de "patches" 

locaux de cellules de Purkinje lors de stimulations tactiles (Shambes et al., 1978a, 1978b). L'absence 

d'une activation sous forme de beam pourrait être expliquée par l'action des interneurones 

inhibiteurs de la couche moléculaire, ou encore par la présence de synapses silencieuses entre les 

fibres parallèles et les cellules de Purkinje (Isope and Barbour, 2002). 

 L’axone ascendant participe lui aussi à la transmission de l’information en faisant des 

synapses sur les cellules de Purkinje (Napper and Harvey, 1988b), mais aussi sur les interneurones de 

la couche moléculaire (Sultan and Bower, 1998) et les cellules de Golgi (Hámori, 1981). Il a été estimé 

que l'axone ascendant d'une cellule en grain peut faire 31 synapses sur l’arbre dendritique d’une 

cellule de Purkinje (Gundappa-Sulur et al., 1999). Selon la même étude, il a été proposé que 7 à 24% 

des synapses entre les cellules en grain et les cellules de Purkinje proviennent des contacts produits 

par l’axone ascendant. Même si ce chiffre est sujet à débat, cette connexion participe à la 

transmission de l’information des fibres moussues sur un plan local. Ce fonctionnement se place en 

opposition avec celui des fibres parallèles qui transforment une information locale en un long 

faisceau de transmission médio-latérale. 

 

2.4. Interneurones de la couche moléculaire  

 Les interneurones de la couche moléculaire (figure 9), décrits initialement par Ramón y Cajal 

en 1911, sont les seuls neurones ayant leurs corps cellulaires situés dans cette couche. Ils sont 

GABAergiques et reçoivent plusieurs centaines d’entrées excitatrices des fibres parallèles (Palay and 

Chan-Palay, 1974). Un interneurone reçoit également entre une et vingt entrées provenant d’autres 

interneurones inhibiteurs de la couche moléculaire (Lemkey-Johnston and Larramendi, 1968; Llano 

and Gerschenfeld, 1993). En plus de ces connexions chimiques, des synapses électriques couplent 

également les interneurones entre eux et participent à la synchronisation de leurs activités (Mann-

Metzer and Yarom, 2000; Alcami and Marty, 2013). Enfin, il existe également une activation des 

interneurones de la couche moléculaire via les entrées grimpantes par diffusion - ou spillover - du 

glutamate (Szapiro and Barbour, 2007). 

 L’orientation dendritique et axonale des interneurones suit un axe parasagittal et leur 

extension peut atteindre plus de 400 µm. Leurs axones contactent majoritairement les cellules de 

Purkinje en délivrant une inhibition de type feedforward. Cette organisation axo-dendritique 

provoque un phénomène d’inhibition des cellules de Purkinje situées de part et d'autre du beam de 

fibres parallèles actif (Eccles et al., 1967; Cohen and Yarom, 2000). 

 Il existe deux populations d’interneurones que l'on distingue en fonction de  leur 

morphologie et de la position qu’ils occupent dans la couche moléculaire (figure 9). Les cellules en 

panier se situent dans les deux tiers inférieurs de la couche moléculaire. Leur axone s’étend 
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parallèlement au plan de la couche des cellules de Purkinje en formant des synapses dites "en 

panier" sur les corps cellulaires des Purkinje. De ce prolongement se dissocie une structure plus 

spécialisée, nommée pinceau, qui va s’enrouler autour du cône d’émergence de l’axone de ces 

mêmes neurones (Somogyi and Hámori, 1976). Du fait du petit nombre de contacts chimiques à son 

niveau, certains auteurs proposent que cette connexion en pinceau agirait par l’action de son 

potentiel de champ - phénomène de couplage éphaptique - afin d’empêcher le déclanchement de 

potentiels d’actions dans la cellule de Purkinje (Korn and Axelrad, 1980). 

 Les cellules en étoile se situent dans les deux tiers supérieurs de la couche moléculaire. Elles 

contactent l’arbre dendritique des cellules de Purkinje, mais ne possèdent pas de synapses en panier. 

Cette vision de deux sous-populations neuronales est souvent mise en opposition avec la possibilité 

d’un continuum morphologique entre les cellules étoilées et les cellules en panier (figure 9) (Ramon y 

Cajal, 1911; Sultan and Bower, 1998). En plus des collatérales de Purkinje et des connexions des 

cellules de Lugaro, les interneurones de la couche moléculaire sont les entrées inhibitrices les plus 

nombreuses sur les cellules de Purkinje. Des enregistrements in vitro ont montré qu’une cellule de 

Purkinje recevrait en moyenne des entrées de 9 interneurones (Häusser et al., 2004). 

 

 

2.5. Les interneurones de la couche granulaire  

2.5.1. Cellules de Golgi 

 Les cellules de Golgi, décrites par Camillo Golgi en 1874 grâce aux révélations au nitrate 

d’argent, sont les interneurones inhibiteurs majoritaires de la couche granulaire (figure 10). Des 

études en microscopie électronique faites par Palay et Chan-Palay ont permis d’établir que les cibles 

majoritaires des cellules de Golgi sont les cellules en grain. L’arbre somato-dendritique des cellules 

de Golgi est divisé en deux classes identifiables : les dendrites baso-latérales, qui restent dans la 

couche granulaire et sont connectées par les fibres moussues via des synapses "en passant", et les 

dendrites apicales, qui remontent dans la couche moléculaire et sont contactées par les fibres 

parallèles (figure 10) (Dieudonne, 1998; Kanichay and Silver, 2008). Des études montrent également 

que des connexions récurrentes entre les cellules de Golgi peuvent s’établir (Hull and Regehr, 2012). 

Enfin, les cellules de Golgi sont également couplées entre elles par des synapses électriques – ou gap 

junction – au niveau de la base des dendrites apicales (Dugué et al., 2009). 

 Les caractérisations moléculaires et morphologiques montrent l'existence de plusieurs sous-

type de cellule de Golgi (Simat et al., 2007). Ces cellules peuvent exprimer alternativement le GABA 

(acide γ-aminobutyrique) (Ottersen et al., 1987), la glycine (Wilkin et al., 1981) ou les deux dans 70 % 

des cas. Une différentiation peut également être faite selon leur morphologie ou encore le type de 

récepteurs métabotropique du Glutamate qu'elles expriment (Simat et al., 2007). Le plexus axonal de 

la cellule de Golgi est extrêmement dense et s’étend sur un grand volume de la couche granulaire. 

L'arbre dendritique et l'axone présentent une orientation préférentielle suivant le plan parasagittal 

(Barmack and Yakhnitsa, 2008; Sillitoe et al., 2008). Au niveau des glomérules, les fibres moussues 

produisent une activation axo-axonique sur les Golgi entrainant une modulation de l'activité 

synaptique des cellules en grain (figure 8Bi & 10). Les cellules de Golgi jouent ainsi un rôle limitant 
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dans la propagation de l’information entrante au niveau spatial et temporel. Selon une étude 

récente, les cellules de Golgi ne seraient pas contactées par les interneurones de la couche 

moléculaire, permettant ainsi de procéder à un traitement de l’information séparé des cellules de 

Purkinje pour une même entrée granulaire (Hull and Regehr, 2012). 

 

2.5.2. Cellules de Lugaro 

 Les cellules de Lugaro se situent dans la partie externe de la couche granulaire à proximité 

des cellules de Purkinje (figure 10). Leurs dendrites se projettent parallèlement à la couche des 

cellules de Purkinje en suivant le plan horizontal. Elles possèdent deux plexus axonaux, le premier 

s’étendant sur de longues distances passant d'abord dans la couche granulaire puis dans la couche 

moléculaire selon l’axe médio-latéral, comme le font les fibres parallèles (Lainé and Axelrad, 1996), 

et le second, plus local, suivant l’axe parasagittal (figure 10). Une cellule de Lugaro contacte ainsi plus 

de 100 cellules de Purkinje (Dieudonné and Dumoulin, 2000). Ce plexus transverse s’étendrait sur 

plusieurs millimètres chez le rat et contacterait également les interneurones de la couche 

moléculaire et les cellules de Golgi (Fox, 1959; Dieudonné and Dumoulin, 2000). Cependant, bien que 

sa première description anatomique remonte à plus d’un siècle, ce neurone a fait l’objet de peu 

d’études fonctionnelles et est ainsi trop peu souvent intégré aux schémas et modèles cérébelleux. 

 

2.5.3. Cellules unipolaires en brosse 

 Ces cellules unipolaires en brosse, qui ne sont présentes qu’au niveau du vestibulo-cervelet - 

lobe flocculo-nodulaire, uvula et paraflocculus ventral - , sont des interneurones excitateurs 

contactés par les fibres moussues (Altman and Bayer, 1977; Nunzi et al., 2002). Leur axone est connu 

pour faire des synapses sur les cellules en grain situées à proximité (Nunzi et al., 2001). Mugnaini et 

collaborateurs leur prêtent une fonction d’amplification du signal des fibres moussues (Mugnaini et 

al., 2011). 

 

2.5.4. Populations d'interneurones minoritaires 

 Il existe également des populations neuronales minoritaires situées dans la partie la plus 

externe de la couche granulaire et dans la couche des cellules de Purkinje. Les cellules globulaires 

sont de petits interneurones inhibiteurs (Lainé and Axelrad, 2002) recevant des afférences 

excitatrices des fibres moussues et inhibitrices des collatérales de Purkinje (Hirono et al., 2012). Les 

cellules en chandelier - ou candelabrum - (Lainé and Axelrad, 1994), majoritairement situées dans la 

couche des cellules de Purkinje, envoient leur axone dans les couches moléculaires et synthétisent à 

la fois des neurotransmetteur GABA et glycine (Schilling et al., 2008). Ces deux neurones, encore mal 

caractérisés sur le plan morphologique et physiologique, ne sont pratiquement jamais intégrés aux 

schémas et modèles cérébelleux. 
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3. EFFERENCES CEREBELLEUSES :  NOYAUX CEREBELLEUX ET VESTIBULAIRES  

 Les noyaux cérébelleux et vestibulaires constituent l’unité finale d’intégration des circuits 

cérébelleux et représentent l'unique voie de sortie du cervelet. De par leur position et les afférences 

qu'ils reçoivent, ils jouent un rôle central dans l'intégralité des fonctions cérébelleuses. 

 

3.1. Organisation et afférences 

3.1.1. Noyaux cérébelleux 

 Les noyaux cérébelleux ont été identifiés dans toutes les classes de vertébrés (Nieuwenhuys 

et al., 1998). Chez la souris, ils sont constitués des noyaux médiaux, interposés (antérieur et 

postérieur) et latéraux (figure 11A, B & C). Chez l’homme, les mêmes noyaux portent le nom de 

fastigial, interposés (emboliforme et  globuleux) et dentelé. 

 Les noyaux cérébelleux sont majoritairement contactés par les cellules de Purkinje qui, par 

leur activité spontanée, produisent un barrage inhibiteur constant sur cette structure. Ces entrées 

corticales sont organisées et convergent sur les différents noyaux. Une partie des fibres moussues et 

grimpantes émet des collatérales qui projettent dans ces structures en produisant des entrées 

excitatrices. Elles suivent également une organisation topographique qui sera détaillée dans les 

parties III et IV de cette introduction. 

 Le ratio entre les cellules de Purkinje et les neurones des noyaux cérébelleux est d'environ 

11:1 (Caddy and Biscoe, 1979; Harvey and Napper, 1991; Heckroth, 1994). Au niveau synaptique, une 

cellule de Purkinje va contacter environ 35 cellules des noyaux cérébelleux (Palkovits et al., 1977). 

Cependant, la répartition du nombre de synapses est très hétérogène et une cellule de Purkinje 

ciblerait majoritairement entre 3 et 6 neurones des noyaux cérébelleux (Sugihara et al., 2009). A 

l’inverse, un neurone des noyaux  cérébelleux serait contacté par un nombre de cellules de Purkinje 

variant d'une dizaine à plusieurs centaines de connexions selon les estimations (Palkovits et al., 1977; 

Sugihara et al., 2009). Il y a donc à la fois convergence et divergence de l’information des cellules de 

Purkinje dans les noyaux cérébelleux (Person and Raman, 2012a). 

 

3.1.2. Noyaux vestibulaires 

 Les cellules de Purkinje du floculus, du nodulus et du lobe antérieur projettent dans les 

noyaux vestibulaires latéraux et médiaux situés dans le tronc cérébral (Tan et al., 1995; Voogd et al., 

1996). Ces structures reçoivent également des collatérales des fibres moussues et des fibres 

grimpantes (figure 11C). 

 

 

 



Organisation anatomique et fonctionnelle du cervelet 

38 
 

3.2. Efferences 

 Trois populations neuronales ont été identifiées au sein des noyaux profonds cérébelleux. La 

première est excitatrice (Glutamatergique) et est constituée de neurones de projection. La seconde, 

moins étudiée, est une voie de projection glycinergique. La troisième, composée de neurones 

GABAergiques, effectue un feedback inhibiteur dirigé sur l’olive inférieure (Uusisaari et al., 2007; 

Uusisaari and Knöpfel, 2008). Les neurones Glutamatergiques et GABAergiques, même s'ils 

présentent des propriétés électrophysiologiques différentes, sont spontanément actifs à la fois in 

vivo et in vitro (Uusisaari et al., 2007). 

 

3.2.1. Neurones de projections 

 Les cellules excitatrices de projection des noyaux cérébelleux ciblent principalement les 

noyaux du pont (Cicirata et al., 1982), le cortex moteur – à travers un relai dans le thalamus 

ventrolatéral (Haroian et al., 1981) – , les noyaux rouges (Daniel et al., 1987) et le complexe 

vestibulaire (figure 11D). 

� Les noyaux interposés antérieurs projettent vers les noyaux rouges et le cortex moteur 

primaire via le thalamus (Wiesendanger and Wiesendanger, 1985; Hoover and Strick, 1999). 

Ils sont impliqués dans les processus de contrôle des mouvement squelettiques ipsilatéraux à 

travers les tractus rubro-spinaux et cortico-spinaux. 

� Les noyaux interposés postérieurs et la partie caudale des noyaux latéraux représentent les 

voies de sorties cérébelleuses impliquées dans les processus visuo-moteurs (Lynch et al., 

1994). Ils projettent massivement vers les zones du traitement visuel via les colliculi 

supérieurs (May et al., 1990) ainsi que vers les noyaux rouges et les noyaux de 

Darkschewitsch. Ces noyaux cérébelleux contactent également, via le thalamus, les aires 

motrices, pré-motrices et sensorielles primaires (Clower et al., 2001; Middleton and Strick, 

2001). 

� La partie caudale du noyau médial va majoritairement contacter les centres oculomoteurs 

(Kyuhou and Kawaguchi, 1987) après un relai dans le thalamus ainsi que les colliculi 

supérieurs. Le noyau médial va également contacter les noyaux du pont. 

� Les neurones de la partie rostrale des noyaux latéraux sont somatotopiquement organisés 

(van Kan et al., 1993) et projettent suivant cette même structuration vers les aires motrices 

primaires (Orioli and Strick, 1989; Hoover and Strick, 1999), mais aussi vers les aires pré-

motrices (Akkal et al., 2007). Ils contactent également les noyaux rouges, mais pas le 

colliculus supérieur. L'implication de la partie rostrale des noyaux latéraux se fait donc 

essentiellement sur le système de contrôle des muscles squelettiques (figure 11D). 

 La majorité de ces observations fonctionnelles provient d'études menées chez les primates et 

leur validité chez les rongeurs reste à prouver. Cependant, les projections anatomiques des noyaux 

cérébelleux observées chez la souris et le rat semblent correspondre aux descriptions faites ci-dessus 

(Haroian et al., 1981; Cicirata et al., 1982; Daniel et al., 1987). Ces neurones de projection ciblent 

donc des structures fortement impliquées dans l'initiation et la régulation des mouvements, donnant 

ainsi un rôle central à cette voie de projection au sein des processus moteurs. 
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 Bien que l'immense majorité de ces neurones soit excitatrice - glutamatergique - , une étude 

récente a permis de déceler l'existence de neurones de projections nucléaires inhibiteurs. Bagnall et 

collaborateurs ont, à l'aide de souris transgéniques exprimant la GFP (green fluorescence protein) 

dans les neurones glycinergiques, démontré l'existence de projections inhibitrices partant du noyau 

cérébelleux médial en direction des noyaux vestibulaires et réticulaires ipsilatéraux (Chen and 

Hillman, 1993; Bagnall et al., 2009). A l'inverse des autres neurones des noyaux cérébelleux, les 

cellules glycinergiques ne sont pas spontanément actives (Uusisaari and Knöpfel, 2011). 

 

3.2.2. Connexions inhibitrices sur l’olive inférieure 

 Il existe également une projection controlatérale des noyaux cérébelleux qui cible l'olive 

inférieure (figure 11D) par un sous-ensemble de neurones GABAergiques (Ruigrok and Voogd, 1990). 

Ces neurones de projections nucléaires constituent l'entrée inhibitrice majeure de l'olive inférieure 

et jouent un rôle important dans le contrôle des activités de cette structure (Hesslow, 1986; Ruigrok 

and Voogd, 1995). Sur le plan anatomique, il existe donc une boucle nucléo-olivaire constituée de ces 

projections et du retour par les collatérales des fibres grimpantes (Sugihara and Shinoda, 2007). Les 

projections nucléo-olivaires ont été observées chez de nombreuses espèces comme l'opossum (Dom 

et al., 1973), le chat (Beitz, 1976), le singe (Chan-Palay et al., 1977) et le rat (Angaut and Cicirata, 

1982). La voie nucléo-olivaire constitue l’un de nos centres d’intérêt et sera abordée plus en détails 

dans la partie IV de l'introduction. 

 

3.2.3. Régulation et décharge des noyaux cérébelleux 

 Les enregistrements in vivo et in vitro des neurones des noyaux cérébelleux ont montré que 

les cellules Glutamatergiques et GABAergiques présentent une activité spontanée d'environ 35 à 

55 Hz sous contrôle de courants cationiques toniques (Thach, 1968; LeDoux et al., 1998; Raman et al., 

2000; Rowland and Jaeger, 2005). L'activité spontanée des neurones Glutamatergiques semble 

supérieure à celle des cellules GABAergiques (Uusisaari and Knöpfel, 2011). Cependant, l'existence de 

différentes sous-populations GABAergiques et Glutamatergiques, rarement différenciées dans les 

études, demande d'interpréter ces résultats avec prudence. 

 Les synapses des cellules de Purkinje sur les noyaux cérébelleux sont rapidement déprimées 

(Telgkamp and Raman, 2002; Pedroarena and Schwarz, 2003). Cette caractéristique implique que 

l'inhibition, ou la modulation des neurones de cette structure nécessite la synchronisation de 

l'activité des cellules de Purkinje convergentes. De nombreux auteurs ont pu observer un rebond de 

dépolarisation dans les noyaux cérébelleux faisant suite à une forte inhibition de l'activité induite par 

une stimulation des cellules de Purkinje (Gruart et al., 1994; Sánchez-Campusano et al., 2009; 

Hoebeek et al., 2010; De Zeeuw et al., 2011). Cependant, cette vision fait l'objet d'un débat et 

certains auteurs postulent que l'activité des noyaux cérébelleux est finement contrôlée par la 

synchronisation de décharges des cellules de Purkinje (Person and Raman, 2012b). 

 Lors de stimulations de la substance blanche ou du cortex, l'enregistrement des noyaux 

cérébelleux montre une séquence "excitation-inhibition" attribuée à l'activation des collatérales des 
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fibres grimpantes et moussues pour l'EPSP (excitatory postsynaptic potential) suivi de l'activation des 

cellules de Purkinje pour l'IPSP (inhibitory postsynaptic potential) (Llinás and Mühlethaler, 1988). Les 

connexions provenant des collatérales des fibres grimpantes et des fibres moussues sont donc à 

même de réguler l'activité des neurones des noyaux cérébelleux (Blenkinsop and Lang, 2011). 

 

 

 

 

 Il existe donc deux voies d'entrées du cervelet qui agissent séparément sur l'activité corticale 

et sur les noyaux cérébelleux. Les fibres grimpantes induisent les CS dans les cellules de Purkinje et 

modulent l'activité des interneurones de la couche moléculaire situés à proximité de leurs sites de 

libérations. Les fibres moussues agissent principalement sur les réseaux corticaux qui filtrent et 

traitent l'information avant de la transmettre aux cellules de Purkinje en aboutissant ainsi à la 

modulation de leur activité SS. Les axones des cellules de Purkinje convergent alors vers les neurones 

des noyaux cérébelleux qui sont également contactés par les collatérales des fibres moussues et 

grimpantes. 
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PARTIE III  : ORGANISATION MODULAIRE DU CORTEX CEREBELLEUX 

 Brodmann a pu montrer l’existence de limites anatomiques et fonctionnelles en étudiant les 

variations d’épaisseurs des 6 couches du cortex cérébral aboutissant à une classification en 52 aires 

corticales. Les mêmes études appliquées aux couches granulaires et moléculaires dans le cervelet ont 

permis d’observer une variation d’épaisseur entre les gyri et les sulci. Cependant, ces changements 

n’ont pas permis l’établissement d’une cartographie fonctionnelle comme celle de Brodmann 

(Braitenberg and Atwood, 1958; Nishiyama and Linden, 2004). Nous avons également vu que, hormis 

la présence des cellules unipolaires en brosse dans les lobules postérieurs (Altman and Bayer, 1977), 

le cortex cérébelleux ne présente pas de segmentation cytoarchitecturale évidente. 

 L’organisation anatomo-fonctionnelle du cervelet se basant sur la division en vermis, 

paravermis et hémisphères - selon l’axe médio-latéral - ou en vestibulo-, spino- et cérébro-cervelet 

ne permet pas une explication fine de son implication dans le contrôle du mouvement et de la 

coordination motrice. Cependant, malgré l’homogénéité structurelle du cortex cérébelleux que nous 

venons de décrire, il existe de nombreux arguments mettant à jour une organisation 

compartimentée en modules fonctionnels qui participeraient au traitement de l’information. 

 Les notions de compartimentations fonctionnelles remontent à Luciani qui est le premier à 

décrire 3 symptômes cérébelleux. En 1897, Sherrington précise que des stimulations électriques du 

cervelet du singe provoquent une inhibition musculaire controlatérale au stimulus. Vers la fin du XIXe 

siècle le cervelet est caractérisé comme étant une structure nécessaire à la coordination et à la 

précision du mouvement. Cependant, son influence sur ces activités est toujours considérée comme 

globale et diffuse. 

 

1. DECOUVERTE D 'UNE SOMATOTOPIE CEREBELLEUSE 

 Les premières études ayant montré une organisation modulaire du cervelet se sont 

intéressées à la présence d’une somatotopie cérébelleuse. Dès 1906, Lodewijk Bolk suggère 

l’existence d’une unique carte à la surface du cortex cérébelleux. Son travail se base sur la 

comparaison des différentes régions cérébelleuses en fonction du stade phylogénétique des 

mammifères observés. Suite aux hypothèses de Bolk, les travaux de Comolli et Edinger ont permis de 

faire la distinction entre paléo-cervelet et néo-cervelet en s’appuyant, pour la première fois, sur la 

topographie des afférences cérébelleuses chez le primate (Comolli, 1910; Edinger, 1910). 

 L’utilisation des approches électrophysiologiques va permettre aux scientifiques de procéder 

à un examen plus complet de la somatotopie cérébelleuse. Edgar Adrian démontre, par l'étude des 

potentiels évoqués, que les informations proprioceptives et extéroceptives sont arrangées de façon 

somatotopique dans le lobe antérieur du cervelet (Adrian, 1943). Très rapidement après, Ray Snider 

et Averill Stowell mettent à jour deux nouvelles cartes somatotopiques inversées dans les lobes 

antérieurs et paramédians (Snider and Stowell, 1944). Ces découvertes ont largement participé à 

l'établissement de la théorie sur les localisations fonctionnelles cérébelleuses, rejetant le schéma 

proposé par Bolk 40 ans plus tôt (figure 12). 
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Les études d’imagerie fonctionnelle ont, plus récemment, permis d’étudier la somatotopie 

cérébelleuse chez l’homme. Grodd et collaborateurs ont ainsi pu montrer l’existence de deux 

homonculi distincts présents respectivement dans les lobes antérieurs et postérieurs (Grodd et al., 

2001). Cette double représentation est très proche de la description faite chez le chat par Snider et 

Eldred 50 ans plus tôt (Snider and Eldred, 1951). Ces nouvelles technologies ont également permis de 

révéler une cartographie fonctionnelle chez l’humain qui serait dépendante de la tâche effectuée 

(Schlerf et al., 2010). 

 Cette somatotopie mise à jour dès le début du XXe siecle est un argument central de 

l’organisation modulaire du cervelet. Cependant, l’étendue, la forme et la répartition exactes de ces 

champs récepteurs sont encore controversées. L’utilisation de nouvelles méthodes d’investigation a 

permis de révéler une organisation modulaire bien plus précise du cortex cérébelleux sous 

différentes formes. On trouve ainsi dans la littérature les qualificatifs de zones, microzones, bandes, 

patches ou encore blebs. Ces classifications modulaires du cervelet sont principalement issues de 

l’étude anatomique et physiologique des afférences des fibres grimpantes, des fibres moussues et de 

l’expression restreinte de marqueurs moléculaires. Toutes ces cartographies décrivent un aspect 

spécifique de l’organisation et de la physiologie cérébelleuse, même si elles ne permettent pas 

encore d’avoir une vue détaillée de l’ensemble. Apps et Hawkes ont cherché à intégrer ces 

différentes classifications au sein d’une unique cartographie (Apps and Hawkes, 2009). Dans leur 

revue, ils proposent l’existence de petites unités fonctionnelles permettant d’intégrer 

individuellement chaque modalité entrante dans le cervelet. Je vais maintenant m'attacher à la 

présentation de ces différentes organisations, puis nous tenterons d’expliquer les possibles 

processus d’intégration de l’information en détaillant plus spécifiquement la voie olivo-cortico-

nucléaire. 

 

2. ORGANISATION DES AFFERENCES OLIVAIRES DANS LE CORTEX CEREBELLEUX  

 Les fibres grimpantes constituent l'une des principales entrées du cervelet et jouent un rôle 

central dans l'organisation modulaire de ce dernier. Un axone projetant depuis l’olive inférieure va, 

en plus d’une collatérale dirigée sur les noyaux cérébelleux, se scinder en 7 fibres grimpantes – chez 

le rat – innervant toutes une unique cellule de Purkinje (Sugihara et al., 2001). L’ensemble de ces 

projections suivent une répartition parasagittale laissant à supposer une organisation fine du cortex 

cérébelleux selon cette orientation (Ekerot and Larson, 1979; Garwicz et al., 1992; Sugihara et al., 

2001). La structuration topographique des efférences de l'olive inférieure vers le cortex cérébelleux 

fait l’objet de beaucoup d’études. 

 Dès 1940, Brodal propose, sur la base d’étude de dégénérescence chez le rat, que les 

projections olivaires sont organisées de manière topographique dans les différents lobules (Brodal, 

1940). En 1946, il précise avec Jansen que le lobe antérieur du cortex cérébelleux peut être divisé en 

3 parties fonctionnelles. Ils isolent ainsi les parties médianes et intermédiaires, contactées par l’olive 

accessoire, et les parties latérales, contactées par l’olive principale. L’utilisation de traceurs 

radioactifs injectés dans l’olive permet à Courville de confirmer les résultats de Brodal (Courville et 

al., 1974). De plus, ils observent également que les terminaisons axonales dans la couche moléculaire 

décrivent des bandes orientées selon l’axe antéropostérieur. Cependant, ces études ne permettent 
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pas d’aboutir à une cartographie précise de l’organisation des entrées des fibres grimpantes dans le 

cortex cérébelleux. 

 

2.1. Classification en zones longitudinales 

 Le premier découpage en zones longitudinales du cortex cérébelleux est fait par Voogd qui 

s’appuie sur l’organisation de l’architecture de la myéline chez le furet, puis sur l'étude des zones 

dégénérées suite à des lésions ciblées de l'olive inférieure chez le chat (Voogd, 1964, 1967). Il 

propose une subdivision des 3 compartiments initialement décrits par Brodal et Jansen en 7 zones – 

A, B, C1, C2, C3, D1 et D2 – qui reflètent selon lui la connectivité olivo-cortico-nucléaire 

(Groenewegen and Voogd, 1977). En mettant en exergue l’importance de l’organisation des 

connexions entre l’olive, le cortex et les noyaux cérébelleux, Voogd ouvre la voie de la 

compartimentation anatomo-fonctionnelle du cervelet. Ces données sont ensuite reproduites chez le 

rat (Azizi and Woodward, 1987; Jörntell et al., 2000), la souris (Schonewille et al., 2006), puis chez de 

nombreuses autres espèces (Voogd and Glickstein, 1998). De nouvelles subdivisions ont depuis été 

ajoutées portant à 12 le nombre de bandes parasagittales (figure 13A) recevant des entrées d’une 

région spécifique de l’olive inférieure et projettant sur une zone définie des noyaux cérébelleux 

(Sugihara and Shinoda, 2004; Voogd and Ruigrok, 2004). Une subdivision en zones a également pu 

être observée au niveau du flocculus et du nodulus (Ruigrok et al., 1992; Tan et al., 1995). 

 Une zone longitudinale peut ainsi être définie comme un réseau de cellules de Purkinje 

étendu à travers plusieurs lobules cérébelleux et ayant des connexions olivo-corticales et cortico-

nucléaires topographiquement organisées (figure 13B), dont le détail est présenté dans la partie IV 

de ce manuscrit (Oscarsson, 1979; Buisseret-Delmas and Angaut, 1993). Les études 

électrophysiologiques des entrées olivaires lors de stimulations tactiles ou électriques ont permis de 

confirmer l'existence des zones établies de manière anatomique (Oscarsson, 1968; Larson et al., 

1969; Armstrong et al., 1974; Trott and Armstrong, 1987). Dans de rares cas, les auteurs ont toutefois 

remarqué une divergence entre les caractérisations anatomiques et physiologiques comme pour les 

zones d2 (défini physiologiquement) et D2 (défini anatomiquement) qui diffèrent par leurs entrées 

olivaires provenant respectivement de l'olive accessoire dorsale et de l'olive principale (Ekerot and 

Larson, 1982). 

 Les travaux de Sugihara et Shinoda on permis, par des traçages systématiques de toutes les 

subdivisions olivaires, de définir de manière très précise, chez le rat, l'organisation des connexions 

olivo-corticales (Sugihara et al., 1999, 2001). Ces observations indiquent qu'une sous division de 

l'olive inférieure projette au sein d'une même bande parasagittale, confirmant donc les travaux 

antérieurs (Groenewegen and Voogd, 1977; Azizi and Woodward, 1987). Cependant, ils remarquent 

en faisant varier les volumes d'injection de leur traceur - 0,1 ; 0,3 ; 0,8 mm de diamètre - dans la 

partie caudale de l'olive accessoire médiale, que plus la zone marquée est petite, moins l'extension 

antéro-postérieure et médio-latérale au niveau cortical est importante (figure 14A). Cette 

constatation amène à penser qu'il existe une organisation parasagittale encore plus fine du cortex 

cérébelleux. 
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2.2. Classification en microzones 

2.2.1. Observations physiologiques 

 Dans les années 60, Oscarsson étudie la cartographie sensorielle des afférences 

cérébelleuses dans le lobe antérieur du chat en basant ses observations sur l’occurrence des CS qui 

reflètent directement l’activité des fibres grimpantes. Il définit dans un premier temps une zonation 

en 3 bandes à orientation parasagittale (Oscarsson, 1965), puis il confirme la convergence des 

connexions olivo-corticales en bandes longitudinales correspondant à la classification de Voogd 

(Oscarsson, 1968; Larson et al., 1969). 

 L’évolution des techniques d'électrophysiologie vers une meilleure résolution spatiale va 

permettre l’établissement d’une cartographie fine de ces entrées corticales. Oscarson et Anderson, 

en 1978, parviennent à séparer différents groupes de cellules de Purkinje en fonction de leur champ 

récepteur et proposent l’existence de microzones situées au sein des zones longitudinales 

(Andersson and Oscarsson, 1978). Ils présentent alors les microzones comme étant l’unité 

opérationnelle du traitement de l’information cérébelleuse en comparant cette organisation avec les 

colonnes corticales du cortex cérébral. 

 La microzone peut dès lors être définie comme un groupement de cellules de Purkinje 

partageant un même champ récepteur somatotopique (Courville et al., 1974; Garwicz et al., 1998a; 

Ozden et al., 2008; Mukamel et al., 2009). Chaque groupement microzonal, contenant 

approximativement 1000 cellules de Purkinje, représente une bande étroite - 100 à 300 µm de large - 

pouvant couvrir plusieurs lobules cérébelleux dans le sens rostrocaudal (Oscarsson, 1979; Sugihara 

and Shinoda, 2004). Les microzones sont toujours indiquées comme appartenant à une même bande 

longitudinale.  

 L'étude de l'activité des cellules de Purkinje au sein d'une microzone a permis de montrer 

l'existence d'une forte synchronisation dans la décharge de leurs CS (De Zeeuw et al., 1997a; Lang et 

al., 1999; Sugihara et al., 2007). L'utilisation de microscopie multi-photon combinée à des marqueurs 

de l'activité calcique fluorescents (Oregon Green), a également permis la visualisation très précise de 

ces microzones in vivo via la détection du calcium généré par les CS (Ozden et al., 2008, 2009). Les 

phénomènes de synchronisation, observés par l'utilisation d'un quadrillage d'électrodes, s'atténuent 

rapidement dans le sens médio-latéral et semblent bien préservés selon l'orientation rostro-caudale 

(figure 14B) (Sugihara et al., 1993, 2007). Ces constatations confirment un autre aspect de la 

fonctionnalité des microzones. La résolution spatiale de ces enregistrements, correspondant à 

l'espace entre deux électrodes, est généralement supérieure à 250 µm ce qui permet difficilement 

l'enregistrement de plusieurs cellules de Purkinje dans le sens médio-latéral au sein d'une même 

microzone (Lang et al., 1999). Plus récemment, des expériences menées chez le chat décérébré lors 

d'enregistrements en loose patch ont permis de montrer l'existence d'une synchronisation des CS de 

deux cellules de Purkinje adjacentes (Bengtsson and Jörntell, 2009). 

 Sur le plan anatomo-fonctionnel, cette co-activation des CS au sein d'une même microzone 

peut être attribuée aux projections parasagitales des fibres grimpantes provenant d'un même 

neurone, mais également à la synchronisation de l'activité des neurones olivaires voisins qui s'opère 

par le biais des gap junctions (Llinas et al., 1974). 
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2.2.2. Correspondance anatomique 

 Ces observations électrophysiologiques répondent à une organisation anatomique 

particulière des projections olivaires. Les travaux de Sugihara et Shinoda ont permis, au cours des 15 

dernières années, d'avoir une vue détaillée de cette voie. Pour cela, ils ont procédé à la 

reconstruction de fibres grimpantes marquées au BDA (biotinylated dextran amine) à partir de 

tranches sériées, lors de remplissages unitaires ou multiples de neurones de l'olive inférieure 

(Sugihara et al., 1999, 2001). 

 Les remplissages unitaires ont permis de révéler que les projections d'une fibre grimpante 

s'étendent sur une largeur d'environ 0,1 à 0,4 mm (figure 14C)(Sugihara et al., 1999, 2001). Les 

collatérales de fibres grimpantes, selon l'axe antéro-postérieur, peuvent présenter deux patrons 

différents. Le premier est constitué de projections locales restreintes à un ou plusieurs lobules 

contigus (figure 14Di) et constitue 30 à 40 % des projections olivaires. Le second présente des 

projections longitudinales - environ 50 à 60 % des cas - dans deux zones séparées par plusieurs 

lobules corticaux (figure 14Dii). Quelle que soit la configuration antéro-postérieure, l'organisation 

groupée des fibres grimpantes semble être cohérente avec l'existence des microzones. Toutefois, 

l'existence de plusieurs groupements dans le sens longitudinal amène la question de la co-activation 

de microzones situées respectivement dans les parties antérieures et postérieures du cervelet. Enfin, 

dans 10 % des cas, les projections grimpantes peuvent présenter une branche transverse et avoir une 

ou plusieurs fibres grimpantes situées en symétrie de la ligne médiane (figure 14Diii) ou médio-

latéralement (Fujita and Sugihara, 2013). 

 Les remplissages d'un petit nombre de cellules voisines de l'olive inférieure montrent que 

leurs fibres grimpantes projettent dans les mêmes regroupements corticaux en définissant ce qui 

pourrait correspondre à une ou plusieurs microzones (figure 14A & C) (Sugihara and Shinoda, 2004). 

Pour les expériences de marquage, la différence entre zones et microzones longitudinales semble 

donc être dépendante de la résolution de ces derniers (figure 14A). 

 

 Finalement, l'orientation parasagittale des fibres grimpantes provenant des axones olivaires 

conforte l'idée d'une compartimentation du cortex cérébelleux en zones et en microzones 

longitudinales. A cette distribution particulière s'ajoute la forte anisotropie de l'arbre dendritique des 

cellules de Purkinje et des interneurones de la couche moléculaire qui sous-tend probablement des 

interactions topographiquement organisées entre ces types neuronaux et les entrées grimpantes. 
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3. ORGANISATION DES AFFERENCES MOUSSUES DANS LE CORTEX CEREBELLEUX 

 Comme nous l’avons déjà décrit, les afférences moussues proviennent des noyaux 

précérébelleux ou directement de la moelle épinière. Elles renseignent le cervelet sur l’état actuel du 

corps en l’informant sur la position des membres, la tension musculaire, la vitesse de déplacement 

ou encore la pression cutanée via le tractus spino-cérébelleux. Les informations peuvent également 

provenir du cortex cérébral et représenter un niveau d’intégration plus important. Tout comme les 

projections olivaires, les fibres moussues suivent une organisation topographique qui joue un rôle 

important dans le traitement des informations cérébelleuses. 

 

3.1. Observations électrophysiologiques 

 Des micro-cartographies ont été pratiquées par l’enregistrement de potentiels évoqués dans 

la couche granulaire chez divers animaux lors de stimulations cutanées mécaniques ou électriques. 

Cette technique a permis d’identifier au niveau du cortex cérébelleux des champs récepteurs tactiles 

associés aux fibres moussues (figure 15A) (Joseph et al., 1978; Shambes et al., 1978a, 1978b). Un 

stimulus cutané donne ainsi naissance à l’activation d’une ou de plusieurs surfaces appelées 

‘‘patches’’ dont la surface, variable, peut aller jusqu’à 1 mm² (Stein and Glickstein, 1992). L’activation 

de plusieurs patches pour une même stimulation est interprétée comme l’effet des collatérales d’une 

même fibre moussue qui peuvent se faire aussi bien dans le sens parasagittal que médiolatéral 

(Woolston et al., 1982). 

 En procédant de la sorte, la stimulation des différentes parties du corps permet d’obtenir 

une carte représentant une multitude de patches rattachés à un champ récepteur spécifique. La 

représentation de ces patches n’aboutit pas à une somatotopie classique car il est possible de 

retrouver côte à côte deux champs récepteurs affiliés à des zones distantes du corps (figure 15A). 

Cette organisation sous forme de mosaïque est alors désignée par le terme de somatotopie fracturée 

des entrées des fibres moussues. Il n'existe pour l'instant aucune carte couvrant l'ensemble du 

cervelet, mais les lobules Crus I et II, dans lesquels nous avons fait nos enregistrements, ont très 

largement été décrits. Ces études, initialement faites chez le rat, on également pu être confirmées 

chez d’autres espèces, comme le chat, l'écureuil (Kassel et al., 1984) ou encore l’opossum (Welker 

and Shambes, 1985). 

 La stimulation du cortex cérébral sensoriel primaire couplée à l’enregistrement des 

potentiels de champs dans le cortex cérébelleux a permis d’observer un  phénomène identique de 

somatotopie fracturée (Bower et al., 1981). Lors d'études ultérieures, ils constatent que les patches 

obtenu par la stimulation tactile des vibrisses coïncident avec l'activation des tonneaux 

correspondant dans le cortex cérébral sensoriel primaire (Morissette and Bower, 1996). Il semble 

donc que les informations moussues corticales et somato-sensorielles convergent au niveau du 

cortex cérébelleux. 

 L’étude systématique des champs récepteurs entre différents animaux d’une même espèce a 

permis de montrer une variabilité de la taille et de la position des patches (Bower and Kassel, 1990; 

Bower, 2011). Ce travail, mené chez le rat, met principalement en avant des différences de relations 

entres les patches situés dans un même voisinage (figure 15B). Cependant, l’organisation 
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topographique globale semble conservée pour les individus d’une même espèce (Gonzalez et al., 

1993). 

 

3.2. Observations anatomiques 

 Les études par injection de traceurs antérogrades de l’organisation des projections moussues 

dans le cortex cérébelleux sont assez controversées. Les premières observations font état d'une 

organisation sous forme de bandes parasagittales lors d’injection dans le noyau cunéiforme externe 

(Jasmin and Courville, 1987). Ces expériences, répétées pour d’autres voies, mènent les auteurs aux 

mêmes observations (figure 16A) (Heckroth and Eisenman, 1988; Ji and Hawkes, 1994; Serapide et 

al., 2001; Gebre et al., 2012). Des résultats obtenus ultérieurement font cependant état de 

projections plus éparses, organisées le long de bandes parasagittales (Wu et al., 1999; Quy et al., 

2011). 

 Les reconstructions unitaires de fibres moussues ont permis de décrire que les divisions 

axonales produisent des embranchements transversaux et longitudinaux étendus (figure 16B). 

L'étude de cellules adjacentes montre que leurs projections sont plutôt divergentes au niveau du 

cortex cérébelleux (figure 16C). Cependant, le marquage d'un petit nombre de neurones des noyaux 

de la colonne dorsale (DCN) a permis de révéler l'existence de groupements respectant une 

organisation antéropostérieure et médiolatérale (Quy et al., 2011). Ces projections, relayant 

essentiellement des informations provenant de la moelle, sont majoritairement restreintes au spino-

cervelet. La diversité des sources moussues (noyaux de la colonne dorsale, tractus spinaux, noyaux 

vestibulaires, du pont, trigéminés et réticulaires latéraux) rend l'étude anatomique de cette voie 

complexe. 

 Il est probable que les dissemblances entre les études anatomiques et électrophysiologiques 

soient majoritairement dues à des résolutions différentes dans les processus d’exploration. Il y aurait 

ainsi une organisation fine sous forme de patches observable par l'étude des potentiels de champs 

qui, lorsque l'ensemble des projections des noyaux est considéré, pourrait être perçue sous forme de 

groupements de fibres moussues ou encore de bandes parasagittales. 

 

3.3. "Blebs" 

 Des expériences d'histologie utilisant la fixation par l'éthanol ont fait apparaitre des zones 

appelées "blebs" dans la couche granulaire très reproductible entre les individus (figure 17). Chez la 

souris, il existe des milliers d'unités "blebs" comprenant environ 100 cellules de Purkinje (Hawkes, 

1997). Les relations entre "blebs" et patches ne sont pas encore établies, mais il est possible que 

chaque "bleb" représente le champ terminal d'un petit nombre d'afférences moussues. 
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4. COMPARTIMENTATION H ISTOCHIMIQUE  

 La dernière forme de compartimentation cérébelleuse que nous allons décrire s’appuie sur 

des études immuno-histochimiques révélant une expression hétérogène de certains marquages dans 

le cortex cérébelleux. Ces divisions suivent le plus souvent une organisation en bandes parasagittales 

répartie symétriquement de part et d’autre de la ligne médiane et existent pour différents types 

cellulaires. Ces patrons d’expression sont composés alternativement de bandes positives et négatives 

pouvant couvrir plusieurs lobules. Historiquement, la compartimentation moléculaire en bandes 

parasagittales a pu être mise en évidence par l'expression hétérogène de la 5'-nucléotidase (figure 

18A) dans la couche moléculaire (Scott, 1963). D’autres marqueurs, en outre, suivent une expression 

hétérogène variant d’un lobule à l’autre dans le sens rostro-caudal. 

 

4.1. Bandes zébrines : Marqueurs hétérogènes des cellules de Purkinje 

 De nombreux marqueurs exprimés par les cellules de Purkinje forment des bandes 

parasagittales. Ces compartimentations donnent un aspect strié au cortex cérébelleux qui leur vaut le 

nom de bandes zébrines (Hawkes et al., 1985). Le marqueur le plus connu est la zébrine II (ZII) qui 

correspond à l'Aldolase C (figure 18B & C). Les cellules exprimant la ZII constituent les ZII positives et 

sont alternées avec les ZII négatives. Elles sont symétriques par rapport à la ligne médiane, très 

reproductibles entre les individus et conservées entre les espèces (Sillitoe et al., 2005). Le marquage 

de l'Aldolase C divise ainsi le cortex cérébelleux en 7 bandes positives allant de P1+ à P7+ en partant 

de la ligne médiane et se terminant dans les hémisphères (figure 18) (Hawkes and Herrup, 1995; 

Sugihara and Shinoda, 2004). 

 De nombreux marqueurs forment des bandes zébrines dessinant différents patrons à la 

surface du cortex cérébelleux. Si l'on s'intéresse à leurs caractéristiques, on constate que malgré leur 

homogénéité entre les individus d'une même espèce, ils présentent des différences en termes de 

structure, de localisation dans la cellule, de fonction ou encore du moment de leur expression au 

cours du développement.  

 Les marqueurs zébrines peuvent se superposer - par exemple ZII vs EAAT4 (Excitatoty Amino 

Acid Transporter 4) - , se chevaucher - par exemple Hsp25 (Heat shock protein 25) vs HNK-1 (Natural 

killer antigen-1) - ou encore présenter des patrons en opposition comme entre la Hsp25 et la Nfh 

(Neurofilament heavy chain). 

 Les zébrines se développent dès E14 (embryonique day 14) et jusqu'à l'âge adulte. Tout au 

long de cette période, certains marquages vont apparaitre et d'autres vont disparaitre (Herrup and 

Kuemerle, 1997; Oberdick et al., 1998). Cette répartition en bande est programmée dès la génération 

des Purkinje (Hashimoto and Mikoshiba, 2003). Dans le cas des souris transgéniques ayant un déficit 

au niveau de la sécrétion de reelin ou une déplétion du gène scambler, certaines cellules de Purkinje 

sont ectopiques résultant en des foliations anomales (généralement moins nombreuses) et en une 

diminution de leur nombre dans le cortex cérébelleux. Malgré cela, l'expression et le positionnement 

des bandes zébrines sont toujours conservées (Goldowitz et al., 1997). 
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4.2. Expression phénotypique alterné des autres types cellulaires  

 D'autres cellules révèlent également certains marqueurs de façon modulaire. L'expression de 

patrons a ainsi pu être mise en évidence pour les cellules en grain dans le cas de souris knock in pour 

la β-galactosidase sous contrôle du promoteur de NR2C (Karavanova et al., 2007). Les fibres 

moussues forment également des bandes parasagittales alternées positivement et négativement 

selon que l'on révèle l'expression de VGluT1 (Vesicular glutamate transporter 1) ou VGluT2 (Vesicular 

glutamate transporter 2) (Gebre et al., 2012). Enfin, les cellules unipolaires en brosses présentent 

plusieurs compartimentations définies par des expressions protéiques hétérogènes (Braak and Braak, 

1993; Chung et al., 2009). 

 

5. CO-ORGANISATION DES ENTREES MOUSSUES ET GRIMPANTES  

5.1. Développement et organisation 

 L'organisation embryonnaire et post-natale des fibres moussues et grimpantes semble être 

corrélée positivement avec l'expression de marqueurs histologique (Sotelo and Wassef, 1991; Voogd 

and Ruigrok, 1997; Sotelo and Chédotal, 2005; Apps and Hawkes, 2009). 

 Voogd et collaborateurs ont observé que les fibres grimpantes arrivant d'une même région 

de l'olive inférieure font synapses à l'intérieur de compartiments qui suivent l'expression de la ZII 

(Voogd et al., 2003). Sur une base identique de traçages antérogrades effectués dans des zones 

précises de l’olive inférieure et comparés avec les compartimentations de la ZII, Sugihara et Shinoda 

ont récemment proposé une organisation des projections olivo-corticales en 4 groupes. Chacun de 

ces groupes est constitué d'afférences olivaire projetant dans des région corticales ZII positives 

(groupe I et II) ou à l'inverse ZII négative (groupe III et IV) (Sugihara and Shinoda, 2004). D'après eux, 

les projections grimpantes et moussues seraient toutes deux dépendantes du développement des 

patrons zébrines. 

 Ces observations se retrouvent également dans l'étude des fibres moussues pour lesquelles 

les champs récepteurs tactiles identifiés fonctionnellement correspondent aux patrons zérbrine II 

(Hallem et al., 1999; Ebner et al., 2005). De plus, ces patches formés par les fibres moussues sont 

également cohérents avec l'expression de patrons exprimées dans la couche granulaire du cortex 

cérébelleux. Des correspondances ont ainsi pu être trouvées avec l'expression de 

l'acétylcholinesterase (Boegman et al., 1988) ou encore de la cytochrome oxidase (Leclerc et al., 

1990). 

 Les fibres grimpantes aussi bien que les fibres moussues semblent donc suivre l'organisation 

de certains marqueurs histologiques du cortex cérébelleux, laissant supposer une organisation 

commune de ces deux voies afférentes. Il a été montré, lors du marquage d'une zone corticale, que 

les collatérales des fibres grimpantes co-localisent avec celles des fibres moussues (Pijpers et al., 

2006). De tels résultats sont cohérents avec les observations originalement faites à la fin des années 

70 (Kitai et al., 1969), mais aussi par des études physiologiques plus récentes faisant état d'une 

activité convergente des fibres moussues et grimpantes (Garwicz et al., 1998b). 
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5.2. Interactions fonctionnelles 

 Odeh et collègues observent qu'il existe une topographie convergente des projections 

cortico-ponto-cérébelleuses - fibres moussues - correspondant aux entrées périphériques associées 

relayées par les fibres grimpantes (Odeh et al., 2005). Ces résultats suggèrent que les informations 

envoyées à une même partie du cortex cérébelleux par les voies directes (trigemio-cérébélleuses, 

spino-cérébelleuses et olivo-cérébelleuses) et indirectes (cerebro-ponto-cérébelleuses) sont 

fonctionnellement reliées (Morissette and Bower, 1996). 

 Des études tendent à montrer que l'organisation des patches suit également celle des 

bandes longitudinales. Ainsi, il a été montré dans Crus II, que les champs récepteurs primaires sont 

identiques pour les fibres grimpantes - via l'activité des CS - et les fibres moussues, via l'activité des 

cellules en grain sous-jacentes. Selon cette vision, les fibres moussues et grimpantes ne serviraient 

donc pas à apporter des informations différentes dans une même région du cervelet (Brown and 

Bower, 2001). Toujours par l'étude des potentiels de champs, il a été observé que ce recouvrement 

zonal - lors de stimulations cutanées - respecte une organisation parasagittale dans le vermis et les 

hémisphères (Eccles et al., 1968; Ekerot and Larson, 1973; Brown and Bower, 2001). Les études 

fonctionnelles faisant état de patches - pour les projection moussues - et de microzones - pour les 

projections grimpantes - sont toutefois peu compatibles avec ces résultats. 

 Les hétérogénéités moléculaires pourraient également avoir des implications fonctionnelles 

ajoutant un troisième facteur d'interaction potentiel en plus des deux entrées majeures du cervelet. 

Par exemple, mGluR1 (Metabotropic glutamate receptor 1), impliquée dans la transmission 

glutamatergique, ne s'exprime que dans les ZII négatives et pourrait être impliquée dans une forme 

de dépression à long terme (LTD) à la synapse grain-Purkinje (Ito, 2002b). Cette hypothèse suggère 

que les mécanismes sous-tendant les dépression à long terme, et les voies par lesquelles elles se 

manifestent, diffèrent entre les bandes des cellules de Purkinje. 
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 Ainsi, au cours du développement, les fibres grimpantes et moussues nécessitent que les 

cellules de Purkinje soient bien structurées afin d'organiser leurs projections de manière 

topographique. Cette structuration pourrait être régie par un ensemble de marqueurs moléculaires, 

comme, par exemple, les bandes zébrines. L'organisation commune des entrées moussues et 

grimpantes semble toutefois complexe à décrire et les propositions existantes sont loin de faire 

consensus au sein de la "communauté cérébelleuse". De plus, il est important de noter que, dans la 

majorité des études, la potentielle activation médio-latérale produite par les fibres parallèles n'est 

pas prise en compte, ou bien est considérée comme inexistante. Il est donc possible de dégager 

certaines questions centrales qui permettront de mieux comprendre, si elles sont élucidées, le 

fonctionnement commun des fibres moussues et grimpantes : 

� Les patches provenant des fibres moussues sont-ils compatibles avec 

zones/microzones des fibres grimpantes ? 

� Quel est le rôle, s'il en est, des marqueurs moléculaires ? 

� Quel est le rôle des fibres parallèles ? 

 Ces questions, ainsi que le manque de certaines informations, nous rappellent que le cervelet 

n'est pas uniquement composé de milliers d'unités indépendantes, mais plutôt qu'il est un système 

interconnecté complexe et formé de milliers d'unités travaillant ensemble. 
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PARTIE IV : TRAITEMENT DE L'INFORMATION DANS LA BOUCLE 

OLIVO-CORTICO-NUCLEAIRE 

 Les types neuronaux du cervelet sont connus depuis plus de 100 ans (Ramon y Cajal, 1911) et 

la structuration des microcircuits est finement décrite (Palay and Chan-Palay, 1974). Nous venons de 

présenter une organisation modulaire détaillée du cortex cérébelleux suivant trois critères 

morphologiques et/ou physiologiques. Cependant, si les descriptions anatomiques et 

cytoarchitecturales de cette structure sont précises, les phénomènes qui régissent et traitent les 

processus moteurs sont encore mal décrits. 

 L'olive inférieure joue un rôle important dans le contrôle et la modulation des processus 

cérébelleux. Elle serait, via ses collatérales sur les noyaux cérébelleux et l'induction de CS dans les 

cellules de Purkinje, impliquée dans le contrôle de différentes plasticités cérébelleuses, dans la 

détection et la gestion des erreurs motrices ou encore dans l'organisation temporelle des 

mouvements  (Rondi-Reig et al., 1997; Llinás, 2009; De Zeeuw et al., 2011). Dans ce contexte, il est 

important de comprendre à la fois comment cette structure agit sur ses cibles, mais également 

comment l'activité du réseau peut la moduler. 

 

1. PROPRIETES PHYSIOLOGIQUES ET MODULATION DE L 'ACTIVITE OLIVAIRE  

 L'étude des processus d'apprentissage et de régulation temporelle du cervelet passe 

nécessairement par la compréhension de la modulation des activités de l'olive inférieure. Je 

commencerai par décrire les phénomènes d'oscillations olivaires, puis je poserai la question de 

comment les entrées excitatrices et inhibitrices modulent les signaux au niveau somatique et 

dendritique. Enfin, nous verrons comment ces informations participent à la décharge des potentiels 

d'actions dans cette structure. 

 

1.1. Oscillations olivaires 

 Llinas et collègues sont les premiers à observer que les neurones olivaires sont couplés par 

des gap junctions (Llinas et al., 1974). Ces connexions sont principalement présentes dans les 

dendrites des cellules olivaires (figure 19A) et peuvent être découplées électriquement par des 

entrées GABAergiques (Spira and Bennett, 1972; Hesslow, 1986; de Zeeuw et al., 1989; Ruigrok and 

Voogd, 1995; Devor and Yarom, 2000). Plus de 85% de ces cellules présentent également une 

oscillation membranaire (Long et al., 2002; De Zeeuw et al., 2003; Leznik and Llinás, 2005). Il est 

possible de distinguer les oscillations infraliminaires sinusoïdales (SSTOs : sinusoidal subthreshold 

oscillations) ayant une activité rythmique entre 4 et 8 Hz et les oscillations bas-seuil (LTOs : low-

threshold oscillations) dépendantes du calcium comprises entre 1 et 3 Hz (figure 19B) (Llinás and 

Yarom, 1986; Bal and McCormick, 1997; Bazzigaluppi et al., 2012). 

 La stimulation des afférences GABAergiques originaires des noyaux cérébelleux aboutit à la 

réinitialisation de l'activité oscillatoire des cellules SSTOs et des cellules LTOs (figure 19B), avec un 

effet moins prononcé pour ces dernières (Bazzigaluppi et al., 2012). Ce réamorçage joue un rôle 
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critique dans le fonctionnement de cette structure, car il existe une corrélation positive entre 

l'activité de décharge d'une cellule olivaire et son mode oscillatoire, que celui-ci soit SSTO, LTO ou un 

mélange des deux (figure 20). Lors d'une stimulation tactile, une entrée excitatrice est produite dans 

l'olive inférieure qui peut également avoir pour conséquence une réinitialisation de l'oscillation 

(Khosrovani et al., 2007). Cependant, cet effet des entrées excitatrices est moins fréquemment 

observé qu'avec les connexions GABAergiques. 

 Bien que le couplage électrique ne soit pas nécessaire aux oscillations olivaires (Long et al., 

2002), ces dernières semblent tout de même fortement potentialisées par cette organisation en 

réseau (Lampl and Yarom, 1997; Manor et al., 2000). Les gap junctions sont donc impliquées dans la 

décharge synchrone des neurones voisins (Llinás and Yarom, 1986; Khosrovani et al., 2007). Cette 

organisation signifie que le cervelet peut théoriquement moduler les oscillations olivaires via l'action 

GABAergique inhibitrice de la voie nucléo-olivaire sur le couplage des synapses électriques (Yarom 

and Cohen, 2002). 

 

1.2. Régulation de l'olive inférieure par les ent rées excitatrices 

 Lorsqu'une entrée synaptique ou une stimulation électrique active l'olive inférieure, ces 

neurones génèrent une réponse caractéristique manifestée par un potentiel d'action immédiatement 

suivi par une dépolarisation prolongée pouvant durer jusqu'à 10 ms et qui se termine par une AHP 

(afterhyperpolarization) prononcée (figure 20A) (Llinás and Yarom, 1981). L'intégration d'une telle 

séquence dans un neurone olivaire semble être dépendante de la phase de l'oscillation membranaire 

de la cellule (Mathy et al., 2009). Il a été proposé qu'une entrée excitatrice dans les neurones de 

l'olive peut aboutir à une décharge sous forme de bouffée (burst) de potentiels d'actions (figure 

20Aii) (Eccles et al., 1966; Armstrong and Rawson, 1979; Maruta et al., 2007). Ces hypothèses ont 

récemment été validées dans le contexte des oscillations olivaires par des expériences de double 

patch enregistrant simultanément l'activité cellulaire et axonale d'un même neurone olivaire (Mathy 

et al., 2009). Ainsi, une entrée excitatrice se faisant durant la phase ascendante ou à l'apex de 

l'oscillation entrainera plus facilement une bouffée de potentiels d'actions (figure 20B). 

 

1.3. Régulation de l'olive inférieure par les noyaux cérébelleux  

 Une population de neurones GABAergiques des noyaux cérébelleux projette de façon 

controlatérale vers l'olive inférieure (Hesslow, 1986; Andersson et al., 1988; Angaut and Sotelo, 1989; 

Ruigrok and Voogd, 1990; Fredette and Mugnaini, 1991; De Zeeuw et al., 1997b; Svensson et al., 

2006). Cette voie est dirigée sur les glomérules olivaires (de Zeeuw et al., 1989) dans lesquels sont 

situés les gap junctions permettant le couplage électrique entre les neurones de cette structure 

(figure 19A) (Sotelo et al., 1974; King et al., 1976; de Zeeuw et al., 1990b). Ces connexions intra-

glomérulaires des terminaisons GABAergiques jouent un rôle dans le contrôle de l'efficacité du 

couplage entre les neurones de l'olive inférieure et régulent ainsi les oscillations membranaires 

(figure 19B). La majeure partie des afférences GABAergiques de l'olive inférieure est supprimée lors 

d'une lésion des noyaux cérébelleux, montrant ainsi le rôle essentiel de cette voie dans l'inhibition 
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olivaire (Fredette and Mugnaini, 1991). Lorsque cette inhibition est diminuée, l'oscillation intrinsèque 

des cellules de l'olive augmente et conduit à une plus forte probabilité d'occurrence d'un potentiel 

d'action (Van Der Giessen et al., 2008). La voie nucléo-olivaire serait ainsi importante pour son 

implication dans le contrôle de la synchronisation des CS au niveau du cortex cérébelleux (Llinas et 

al., 1974; Sotelo et al., 1974; Lang et al., 1996). 

 L'existence de récepteurs GABAA (récepteur GABA de type A) à la membrane des neurones 

de l'olive inférieure a été révélée lors d'expériences in vitro (Devor et al., 2001; Best and Regehr, 

2009). Devor et collègues ont prouvé que ces récepteurs sont majoritairement représentés au niveau 

des dendrites (Devor et al., 2001). Best et Regehr ont montré que la transmission synaptique n'est 

efficace que pour des fréquences suffisamment élevées - supérieures à 10 Hz -, en accord avec la 

gamme d'activités spontanées des neurones des noyaux cérébelleux (Best and Regehr, 2009). 

Récemment, Bazzigaluppi et collaborateurs ont pu mettre à jour le rôle des entrées GABAergiques 

sur l'activité des cellules de l'olive inférieure lors d'expériences de patch clamp effectuées in vivo 

parallèlement à des stimulations des noyaux cérébelleux (Bazzigaluppi et al., 2012). Ces expériences, 

effectuées dans un contexte physiologique, ont permis d'observer un IPSP suivi d'un re-phasage de la 

synchronisation des oscillations olivaires (figure 19B). L'utilisation de DNDS (4,4-dinitrostilbene-2,2'-

disulfonate - bloqueur des récépteurs GABAA) a permis de montrer que les IPSP sont majoritairement 

dépendants de l'activation des récepteurs GABAA. 

 Il existe également des voies indirectes de connexions excitatrices entre les noyaux 

cérébelleux et l'olive inférieure. En effet, les neurones de projections excitateurs des noyaux 

cérébelleux ciblent les structures du tronc cérébral  ayant pour certaines - au niveau de la jonction 

méso-diencéphalique (de Zeeuw et al., 1990a; Ruigrok and Voogd, 1995) - des projections 

excitatrices en direction de l'olive inférieure. Cette excitation indirecte pourrait induire une 

modulation de l'olive inférieure complémentaire à celle produite par la voie inhibitrice directe. 

 Les projections GABAergiques sur l'olive inférieure pourraient avoir un rôle dans les 

apprentissages moteurs du cortex cérébelleux (Andersson et al., 1988; Bengtsson et al., 2004) ou 

encore dans l'exécution de tâches motrices dépendantes de l'activité olivaire (Llinás and Yarom, 

1986; Sotelo et al., 1986; Lang et al., 1996). Cependant, le rôle de cette voie nucléo-olivaire dans le 

contrôle et les apprentissages moteurs est toujours matière à débat (Medina et al., 2002; Llinás, 

2011). Nous allons, par conséquent, focaliser notre attention sur les rôles potentiels de l'olive 

inférieure. 
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2. ACTIVITE OLIVAIRE ET FONCTIONNEMENTS CEREBELLEUX  

2.1. Rôles des fibres grimpantes 

 L'activation des fibres grimpantes semble liée à l'initiation ou à la conclusion d'un 

mouvement (Keating and Thach, 1995). De plus, comme nous l'avons évoqué lors de la description 

des zones parasagittales, une fibre grimpante peut également être activée par une stimulation 

sensorielle. Il existe deux théories majeures relatives aux rôles des fibres grimpantes. 

 Selon une première hypothèse, l'oscillation infraliminaire du potentiel intrinsèque de 

membrane des cellules olivaires couplées par des gap junctions (Llinas et al., 1974; Llinás and Yarom, 

1986; Lampl and Yarom, 1997) joue le rôle de régulateur temporel de l'activité des cellules de 

Purkinje situées en aval (Welsh et al., 1995; Yarom and Cohen, 2002). Les enregistrements 

multicellulaires des CS ont permis, par l'utilisation de cross-corrélogrammes, de mettre en évidence 

une activité de la décharge olivaire basée sur un rythme variant de 5 à 10 Hz (Llinás and Sasaki, 

1989). Ce rythme est encore plus facilement identifiable lors d'injections d'harmaline et 

s'accompagne généralement de tremblements musculaires oscillants autour de 10 Hz (Llinás and 

Volkind, 1973; Welsh, 1998). Ces observations indiquent que le système des fibres grimpantes opère 

comme une horloge motrice - ou pacemaker - pouvant moduler l'initiation des mouvements 

(Jacobson et al., 2009). Les regroupements des afférences olivaires en zones et microzones dans le 

cortex cérébelleux auraient pour fonction d'imprimer localement une activité CS autour de 10 Hz. 

Cette hypothèse est cohérente avec les expériences montrant que la synchronisation des CS est plus 

forte au sein d'une zone antéropostérieure que dans le sens médio-latéral (Sugihara et al., 1993). 

Ainsi, les oscillations olivaires seraient à l'origine de la genèse des rythmes moteurs cérébelleux 

(Lampl and Yarom, 1993) et l'activité CS jouerait le rôle de synchronisateur ou de "chef d'orchestre" 

des activités corticales (Yarom and Cohen, 2002). 

 La vision alternative à cette première hypothèse propose que les fibres grimpantes ont une 

fonction d'instruction du mouvement et de correction des erreurs motrices (Marr, 1969; Albus, 

1971). Ainsi, les fibres grimpantes signaleraient les écarts entre les prévisions des retours sensoriels 

de mouvements et les informations arrivant réellement au cervelet (Miall et al., 1993). Cette fonction 

comparatrice conduirait aux apprentissages moteurs du cortex cérébelleux en permettant 

l'initiation/le déclenchement de plasticités associatives au niveau des synapses des fibres parallèles 

(Ito, 2001), mais également dans les noyaux cérébelleux (Pugh and Raman, 2008, 2009). La fibre 

grimpante jouerait ainsi un rôle d'instructeur jusqu'à l'acquisition de l'apprentissage moteur (Ke et 

al., 2009). Un des paradigmes le plus étudié dans le cadre des apprentissages cérébelleux est celui du 

conditionnement de fermeture de la paupière (Gellman and Miles, 1985; Mauk and Donegan, 1997). 

Ce conditionnement consiste en la présentation d'un stimulus neutre - un son par exemple - associé 

à une stimulation - généralement un souffle d'air en périphérie de l'œil - entrainant une fermeture de 

la paupière. Le souffle d'air est appelé stimulus inconditionnel (SI) et le son stimulus conditionnel 

(SC). L'entrainement va consister en la présentation répétée de ces deux stimuli ; le son précédant 

toujours le souffle d'un délai maintenu constant (figure 21A). L'apprentissage est établi lorsque le 

stimulus conditionnel entraine une fermeture anticipée de la paupière. L'observation de l'activité des 

neurones de l'olive inférieure et des noyaux cérébelleux montre qu'au début de l'acquisition, les 

fibres grimpantes sont très fortement recrutées, mais pas les neurones des noyaux du cervelet 
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(figure 21Ci). Une fois l'apprentissage en place, les noyaux cérébelleux présentent une augmentation 

d'activité correspondant à l'anticipation du SI et les fibres grimpantes ont une activité presque nulle 

(Medina et al., 2002). Le processus d'extinction - consistant à émettre le SC sans présenter le SI - 

montre que l'arrêt total de l'activité olivaire et l'activation des noyaux cérébelleux retrouve 

progressivement leur ligne de base. Dans ce paradigme, une lésion de l'olive inférieure par 

administration de 3-acetylpyridine (3-AP) empêche l'apprentissage (McCormick et al., 1985). Une 

lésion de cette même structure chez le rat adulte diminue les capacités de mémoires spatiales 

(Dahhaoui et al., 1992) et affecte également l'organisation temporelle du mouvement (Rondi-Reig et 

al., 1997). De nombreuses études ont ainsi pu démontrer le rôle important de l'olive inférieure dans  

différents apprentissages moteurs (Llinás et al., 1975; Mauk et al., 1986; Medina et al., 2002). 

 Ces deux visions du rôle des fibres grimpantes ne sont cependant pas incompatibles, même si 

leur intégration au sein d'un même modèle semble complexe (Mauk et al., 2000). Mauk propose que 

le cervelet contribue à l'exécution de mouvements par des apprentissages moteurs ayant été 

encodés pour un contexte temporel spécifique. Comme nous venons de le voir, le cervelet est 

capable d'apprentissages moteurs tels que le conditionnement de fermeture de la paupière 

(Raymond et al., 1996; Mauk and Donegan, 1997) ou encore les reflexes vestibulo-oculaires (Kettner 

et al., 1997). Cependant, il semble évident qu'un comportement moteur effectué dans un cadre 

temporel peu spécifique et peu précis soit de faible utilité. De cette idée émerge le concept de 

spécificité temporelle des apprentissages moteurs cérébelleux. Dans le conditionnement de 

fermeture de la paupière par exemple, le délai entre le SC - le son - et la présentation du SI - le 

souffle d'air - semble être un facteur-clef de cet apprentissage. Les études montrent que le 

conditionnement est efficace pour des délais variant de 150 à 500 ms et qu'il n'y a pas 

d'apprentissage possible si le délai est inférieur à 100 ms (figure 21B). De plus, lorsqu'il y a 

apprentissage, la réponse est émise juste avant l'occurrence du stimulus inconditionnel selon une 

chronologie temporel très précise (figure 21B). Les fibres grimpantes ont donc un rôle "d'instructeur" 

qui va permettre l'augmentation d'activité des noyaux cérébelleux et le déclenchement anticipé de 

fermeture de la paupière. Selon Mauk, l'information du SC est relayée par les fibres moussues 

jusqu'au cortex cérébelleux. L'activité décalée dans le temps des fibres moussues et des fibres 

grimpantes aboutit probablement à la mise en place de plasticités au niveau du cortex cérébelleux, 

permettant l'acquisition du conditionnement (figure 21Cii). Il est probable que la diminution de la 

réponse des fibres grimpantes se fasse sous contrôle de la voie nucléo-olivaire qui, par 

l'augmentation de son activité lors de l'apprentissage, va inhiber l'olive inférieure (figure 21C). Une 

telle spécificité temporelle a également été trouvée pour l'adaptation du reflexe vestibulo-oculaire 

(Raymond et al., 1996). Ces expériences permettent donc de conclure que le cervelet apprend et 

induit des réponses adaptées dans un cadre temporel bien défini. 

 

2.2. Régulation du cortex cérébelleux par l'activité olivaires  

2.2.1. Influence du CS sur l'activité de la cellule de Purkinje 

 Nous avons déjà évoqué la mono-innervation d'une cellule de Purkinje par une fibre 

grimpante, ainsi que son rôle dans le déclenchement d'un CS. Ce dernier perturbe l'autorythmicité 

des SS par l'induction d'une pause dans l'activité de la cellule de Purkinje. La longueur de cette pause 
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est dépendante du nombre de potentiels d'actions olivaires impliqués dans le déclenchement du CS 

(figure 22A). La variation de ce nombre proviendrait des propriétés des neurones olivaires à 

décharger en burst en fonction de la phase oscillatoire dans laquelle ils se trouvent (Mathy et al., 

2009). La dépolarisation et l'AHP induites lors de la production d'un CS vont ainsi être fonction de la 

quantité de potentiels d'actions arrivant à la synapse fibre grimpante-cellule de Purkinje (figure 22B). 

 De nombreuses études montrent que l'activité tonique des SS est inversement corrélée à la 

fréquence de décharge des CS (Graf et al., 1988; Yakhnitsa and Barmack, 2006). Suivant ce constat, 

une lésion de l'olive inférieure augmente l'activité SS et à l'inverse, une stimulation de l'olive 

inférieure la diminue (Colin et al., 1980; Rawson and Tilokskulchai, 1981; Montarolo et al., 1982; 

Demer et al., 1985; Savio and Tempia, 1985). Cette co-dépendance pourrait être expliquée par un 

rôle régulateur différent des fibres parallèles et des fibres grimpantes. Selon certains auteurs, 

l'activité spontanée des fibres parallèles conduit à une augmentation de plus en plus élevée de la 

décharge des cellules de Purkinje. L'activité spontanée de CS aurait ainsi pour fonction de corriger 

cette tendance à la potentialisation excessive par l'induction de plasticités synaptiques (Mauk and 

Donegan, 1997; Miall et al., 1998). 

 

2.2.2. Plasticités du cortex cérébelleux 

 De nombreuses plasticités ont pu être montrées à la synapse entre les cellules en grain et les 

cellules de Purkinje. Les phénomènes de dépression à long terme (LTD) ont été proposés pour être 

impliqués dans les apprentissages moteurs cérébelleux (Marr, 1969; Albus, 1971). Comme nous 

venons de le décrire, les fibres grimpantes jouent un rôle central dans certains apprentissages 

simples comme le conditionnement de clignement de la paupière ou le réflexe vestibulo-oculaire 

(Gilbert and Thach, 1977; McCormick and Thompson, 1984). L'occurrence d'une LTD post-synaptique 

à la synapse entre les cellules en grain et les cellules de Purkinje est dépendante de la co-occurrence 

d'un CS et des entrées de fibres parallèles (figure 23). La précision temporelle à laquelle ces deux 

évènements arrivent joue un rôle central dans l'établissement et la longévité de la plasticité. Ainsi, 

pour induire une LTD, il faut que le CS arrive entre 100 et 150 ms après la bouffée de potentiels 

d'action des fibres parallèles (figure 23Bii). Sur le plan moléculaire, la combinaison successive de ces 

deux informations active les récepteurs AMPA et mGluR1 (Metabotropic glutamate receptor 1). Il 

s'en suit une production d'IP3 (inositol-1,4,5-triphosphate) - sous contrôle de la PLC (phospholipase C) 

- qui entraine une forte libération des stocks de Ca2+ du réticulum endoplasmique, aboutissant à 

l'activation de la PKCα (protein kinase Cα) et de la αCaMKII (α-Ca2+/calmodulin-dependent protein 

kinase II). La PKCα agit par phosphorylation de la S880 (Serine-880) de la sous-unité de GluR2 

conduisant à l'internalisation du récepteur AMPA associé (pour revue voir (Ito, 2001; Gao et al., 

2012)). 

 L'implication des CS dans les plasticités hétéro-synaptiques du cortex cérébelleux a 

également pu être montrée au niveau de la synapse entre les grains et les interneurones de la 

couche moléculaire (Rancillac and Crépel, 2004). Ainsi, un phénomène de potentialisation à long 

terme (LTP) post-synaptique peut être observé lors de l'activation synchrone des fibres parallèles et 

d'un CS d'une cellule de Purkinje située à proximité. La résolution temporelle nécessaire à 
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l'établissement de cette plasticité n'est pas encore clairement définie. Cette forme de 

potentialisation serait dépendante du NO (nitric oxide) et/ou de l'AMP cyclique. 

 Il est possible d'induire une LTD au niveau pré-synaptique de la synapse grain-Purkinje (Qiu 

and Knöpfel, 2009). Des LTP au niveau post-synaptique (Lev-Ram et al., 2002; Coesmans et al., 2004) 

et pré-synaptique (Salin et al., 1996) ont également été trouvées à cette synapse. Ces phénomènes 

de LTP et LTD n'impliquent toutefois pas nécessairement une action de la fibre grimpante. 

 

2.3. Régulation des noyaux cérébelleux par l'activité olivaire  

 Les axones des cellules olivaires produisent des collatérales en direction des noyaux 

cérébelleux dont les effets excitateurs sont encore mal décrits. Des expériences d'injection 

d'harmaline dans l'olive inférieure et de stimulations électriques massives de la substance blanche 

ont permis de révéler une séquence excitation-inhibition dans les noyaux profonds. Selon Llinas et 

Muhlethaler, la composante excitatrice de cette séquence serait sous contrôle des collatérales des 

fibres grimpantes (Llinás and Mühlethaler, 1988). Cependant, ces expériences de stimulations 

massives ne permettent pas de quantifier le poids réel des connexions olivo-nucléaires.  

 Un potentiel d'action olivaire va être transmis aux noyaux cérébelleux directement via la 

collatérale des fibres grimpantes - entrée excitatrice - ou indirectement par le déclenchement d'un 

CS au niveau cortical. Si les cellules de Purkinje et la collatérale de la fibre grimpante qui les innervent 

contactent le même neurone des noyaux cérébelleux, alors l'enregistrement de ce dernier devrait 

être caractérisé par une séquence excitation - inhibition lors de l'émission d'un potentiel d'action 

olivaire. Blenkisop & Lang ont enregistré parallèlement l'activité CS de plusieurs cellules de Purkinje 

ainsi que la décharge de neurones des noyaux cérébelleux. L'utilisation de cross-correlogram a 

permis d'extraire des paires de neurones fonctionnellement connectés, constituées d'une cellule de 

Purkinje et d'un neurone des noyaux cérébelleux. Ces paires extraites ont permis de révéler que, 

dans 24% des cas, il existe une boucle olivo-cortico-nucléaire dans laquelle le contact excitateur de la 

collatérale est suffisant pour induire une augmentation de décharges des neurones des noyaux 

cérébelleux (Blenkinsop and Lang, 2011). 

 En conclusion, les collatérales olivaires sont capables d'induire une excitation aboutissant à 

l'augmentation de l'activité des noyaux cérébelleux, mais la description de ces entrées ainsi que les 

types cellulaires contactés au sein de cette structure demandent a être affinés. 
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3. ORGANISATION FONCTIONNELLE ET SOMATOTOPIE CEREBELLEUSE 

 Une zone longitudinale telle que nous l'avons présentée précédemment se définit selon les 

afférences olivo-corticales qu'elle reçoit, ainsi que par ses projections cortico-nucléaires. Les fibres 

grimpantes provenant d'une même subdivision olivaire vont faire synapse sur une même bande 

longitudinale de cellules de Purkinje (Groenewegen et al., 1979; Voogd et al., 2003; Sugihara and 

Shinoda, 2004). En retour, les projections des cellules de Purkinje ainsi contactées vont converger 

vers une région spécifique des noyaux cérébelleux et vestibulaires (Buisseret-Delmas and Angaut, 

1993; Pijpers et al., 2005; Sugihara et al., 2009). Ces connexions forment des complexes discrets 

olivo-cortico-nucléaires retrouvés à la fois lors d'études fonctionnelles et anatomiques, et dont 

l'organisation détaillée est présentée figure 24. Les connexions olivo-nucléaires et nucléo-olivaires 

directes sont régulièrement associées à cette organisation. Cependant, les difficultés techniques 

relatives à l'étude simultanée de ces deux structures font que nous disposons de peu d'informations 

sur l'organisation fonctionnelle de ces interconnexions. 

 De nombreux auteurs font l'hypothèse de l'existence d'une boucle olivo-cortico-nucléo-

olivaire qui suit l'organisation topographique des zones parasagittales (Ruigrok and Voogd, 1990; 

Ruigrok, 1997; Apps and Hawkes, 2009). Leur conclusion se base essentiellement sur des traçages 

précis des connexions nucléo-olivaires qui semblent correspondre à l'organisation olivo-cortico-

nucléaire définie dans le cadre des bandes longitudinales (figure 24). Sur le plan physiologique, 

Marshall et Lang observent, lors de l'application de picrotoxine sur le cortex cérébelleux, une 

augmentation de la décharge des SS corrélée positivement avec une augmentation de la 

synchronisation et de la décharge des CS. A l'inverse, l'application de muscimol induit une diminution 

de la décharge des SS et des CS parallèlement à une réduction de la synchronisation de ces derniers. 

Ils concluent à l'existence d'un circuit partant des cellules de Purkinje et induisant une désinhibition 

des cellules olivaires permettant à l'activité SS de réguler la synchronisation des CS (Marshall and 

Lang, 2009). Cependant, ce type d'approche pharmacologique ne présente pas de bonne résolution 

spatiale et temporelle. De plus, l'effet au niveau des noyaux cérébelleux n'est pas mesuré, rendant 

toute interprétation sur l'état fonctionnel du réseau plus complexe. Enfin, la corrélation négative 

entre la fréquence de décharge des SS et celle des CS historiquement observée se transforme en 

corrélation positive sans pour autant qu'une explication soit réellement proposée. 

 La connexion olivo-nucléaire - produite par les collatérales des fibres grimpantes - semble 

être organisée topographiquement au sein du même réseau olivo-cortico-nucléaire. Sugihara et 

Shinoda ont effectué des remplissages de différentes subdivisions olivaires et ont observé les 

projections axonales au sein du cortex et des noyaux cérébelleux (Sugihara and Shinoda, 2004). Ils 

ont pu conclure que les collatérales des fibres grimpantes sont topographiquement organisées au 

sein d'une boucle olivo-cortico-nucléaire et ceci pour toutes les sous-divisions de l'olive inférieure 

(Sugihara and Shinoda, 2007; Blenkinsop and Lang, 2011). Ces branchements topographiquement 

organisés ont également été retrouvés lors d'études fonctionnelles mesurant simultanément 

l'activité olivaire dans le cortex cérébelleux et dans la région des noyaux profonds associés 

(Blenkinsop and Lang, 2011). 
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4. QUESTIONS ET INTERET SCIENTIFIQUE 

 Les données physiologiques et anatomiques s'accordent donc à dire que la connexion entre 

l'olive, le cortex et les noyaux cérébelleux est organisée sous la forme de modules fonctionnels. Les 

collatérales des axones olivaires en direction des noyaux cérébelleux suivent, au moins partiellement, 

cette même structuration. Cependant, même si cette organisation est avérée, le retour fonctionnel 

des noyaux cérébelleux vers l'olive inférieure au sein de cette boucle est toujours incertain. 

 

Par conséquent, les questions faisant l'objet de notre attention dans ce manuscrit sont : 

� Existe-t-il une boucle fermée olivo-cortico-nucléo-olivaire ? 

� Si oui, est-il possible de l'activer spécifiquement et d'en observer la fonctionnalité ? 

 

 Savoir identifier les évènements qui initient les CS est crucial pour la compréhension des 

processus cérébelleux. Sur la base de ce constat, Miall et collaborateur proposent qu'une 

augmentation de l'activité SS induit une désinhibition olivaire menant à l'induction d'un CS dont le 

rôle serait de réduire la fréquence de décharges des cellules de Purkinje, afin de maintenir le cortex 

cérébelleux dans une "gamme opérationnelle" (Miall et al., 1998). Cependant, cette proposition 

théorique n'est pas appuyée par des éléments expérimentaux forts et n'inclut également pas que 

cette relation entre les SS et les CS se fasse au sein d'une boucle fermée. 
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L'OPTOGENETIQUE & L'ETUDE DES RESEAUX 

 La question que nous projetons d'étudier nécessite l'enregistrement de l'activité des 

neurones des noyaux cérébelleux, des cellules de Purkinje et des neurones de l'olive inférieure. Il est 

possible de s'affranchir des enregistrements de l'olive inférieure par la mesure de l'activité CS des 

cellules de Purkinje qui est le reflet direct des potentiels d'action olivaire. La seconde étape est de 

pouvoir stimuler spécifiquement et précisément, aussi bien au niveau spatial que temporel, l'une des 

trois voies constituée par cette boucle. Pour ce faire, nous avons opté pour l'utilisation des 

techniques d'optogénétiques dont nous allons maintenant décrire les principes, les avantages et les 

inconvénients. 

 

1. PRINCIPES ET FONCTIONNEMENT 

 L'optogénétique est issue de la combinaison de méthodes du génie génétique et de l'optique. 

L'objectif de ces techniques est d'induire un gain ou une perte de fonction, sous contrôle d'une 

stimulation lumineuse, au niveau d'un type cellulaire spécifique situé dans un tissus vivant. 

L'utilisation des techniques d'optogénétiques nécessite donc de pouvoir : 

� Induire une stimulation lumineuse dans le tissus cible. 

� Diriger l'outil de contrôle - généralement une protéine - dans les cellules d'intérêts. 

� Pouvoir enregistrer et analyser l'activité évoquée via l'utilisation de techniques d'imagerie ou 

d'électrophysiologie. 

 En 1971, la première protéine contrôlée par la lumière est observée à la membrane de 

microorganismes. Cette protéine est caractérisée comme étant une pompe impliquée dans la 

régulation des flux ioniques à travers la membrane plasmique (Oesterhelt and Stoeckenius, 1971). 

Cette étude a été suivie par la découverte de nouveaux membres de cette famille comme 

l'halorhodopsin en 1977 (Matsuno-Yagi and Mukohata, 1977) et la channelrhodopsin-1 en 2002 

(Nagel et al., 2002). 

 La première utilisation d'un outil optogénétique dans des neurones de mammifères (chez le 

rat) appartient au groupe de Miesenböck qui, à la suite de nombreuses manipulations génétiques, 

est parvenu a induire une dépolarisation entrainant une décharge de potentiels d'action faisant suite 

à une stimulation lumineuse (Zemelman et al., 2002). Cependant, la triple transfection utilisée par 

ces derniers rend l'utilisation de cette technique complexe et peu reproductible. L'utilisation des 

opsines microbiennes par le groupe de Karl Deisseroth a permis la démocratisation et l'envol de cette 

technique (Boyden et al., 2005; Deisseroth et al., 2006). Ainsi, l'utilisation de la channelrhodopsin-2 

(ChR2) et de l'halorhodopsin au cours de la dernière décennie a permi de prouver la possibilité 

d'exciter ou d'inhiber un neurone rapidement en réponse à des simulations lumineuses de 

différentes longueurs d'ondes (figure 25A). Les outils optogénétiques ont depuis été largement 

développés et affinés permettant l'induction de courants excitateurs et inhibiteurs par d'autres 

protéines, ou encore l'activation d'effecteurs intracellulaires activables par la lumière entraînant une 

cascade biochimique (figure 25B) (Wu et al., 2009). 
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 L'utilisation des techniques d'optogénétiques permet donc un contrôle temporel fin et 

spécifique d'un type cellulaire, qu'il est impossible d'obtenir avec des stimulations électriques et/ou 

pharmacologiques. De plus, l'effet réversible et non invasif de cet outil facilite son utilisation aussi 

bien pour les recherches in vitro que pour des tests comportementaux chez l'animal éveillé (Huber et 

al., 2008). 

 

2. LES APPROCHES TRANSGENIQUES ET VIRALES  

 L'expression de protéines photo-activables au sein d'un type neuronal ciblé peut se faire 

selon deux voies. La première stratégie consiste à générer une souris transgénique en utilisant par 

exemple un BAC (bacterial artificial chromosome) qui permettra l'insertion de la construction photo-

activable dans le génome de l'animal sous le contrôle d'un promoteur spécifique du type cellulaire 

ciblé. La seconde stratégie consiste à utiliser un vecteur viral - de type adeno-associated virus ou 

lentivirus - dans lequel la protéine photo-activable est encodée sous contrôle d'un promoteur fort et 

ubiquitaire. L'intégration de ces vecteurs dans le génome de neurones permet une forte expression 

de la construction. L'utilisation des systèmes Cre-Lox permet de réduire l'expression de la molécule 

photo-activable à un type cellulaire spécifique (Zhang et al., 2010). 

 Les approches virales sont rapidement mise en place - environ un mois - et permettent une 

plus grande liberté d'adaptation que les approches transgéniques. Cependant, l'expression des 

protéines d'intérêt va dépendre de la quantité du virus administré, du positionnement du site 

d'injection stéréotaxique et des variations des paramètres expérimentaux dépendant de 

l'environnement et du sujet injecté. Dans ces conditions, la reproductibilité des expériences utilisant 

des injections de virus est techniquement difficile. 

 La construction d'une lignée de souris transgénique est complexe et lente (environ un an). De 

plus, le niveau d'expression des protéines d'intérêts sous contrôle d'un promoteur spécifique est 

souvent trop faible pour permettre une stimulation lumineuse des neurones cibles. Néanmoins, une 

fois la lignée de souris stabilisée et caractérisée, la distribution spatiale des cellules exprimant la 

protéine photo-activable est constante entre les différents individus, permettant ainsi la 

reproduction des conditions expérimentales. De plus, l'effort à fournir en amont pour la construction 

et le développement de la lignée peut être compensé par le temps gagné à ne pas faire les injections 

virales. 

 Une étude récente a mis à jour une morphologie anormale et un mauvais adressage des 

axones de cellules pyramidales du cortex exprimant la ChR2(H134R) (Miyashita et al., 2013). Ces 

résultats sont importants, car ils montrent pour la première fois un aspect potentiellement néfaste 

de l'utilisation des outils optogénétiques. 
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3. LA CHANNELRHODOPSINE2  (H134R)  EXPRIMEE DANS LES CELLULES DE PURKINJE  

 La production d'une lignée transgénique de souris exprimant la ChR2(H134R) spécifiquement 

dans les cellules de Purkinje a été lancée en 2009 dans le cadre d'une collaboration avec Clément 

LENA (ENS, Paris) et Stéphane DIEUDONNE (ENS, Paris) ayant, entre autres, pour objectif de répondre 

aux questions que nous venons d'evoquer. 

 Deux constructions exprimant respectivement les protéines de fusion "ChR2-mCherry" et 

"ChR2-YFP" sous contrôle de l'élément régulateur du gène Pcp2 (Purkinje cell protein-2) ont été 

produite par l'utilisation d'un BAC. La construction "ChR2-mCherry" permet théoriquement d'obtenir 

une expression de la ChR2(H134R) à la membrane des cellules de Purkinje visualisable lors de 

l'excitation de la mCherry. Cette stratégie permet d'examiner l'expression de la construction sans 

provoquer une activation des ChR2, les longueurs d'ondes révélant la mCherry étant différentes de 

celles provoquant l'ouverture de la ChR2. En revanche, la visualisation par la lumière bleue de la 

seconde construction active à la fois la ChR2 et l'YFP (yellow fluorescent protein). La construction 

d'une lignée "ChR2-YFP", moins intéressante d'un point de vu théorique, s'explique car l'expression 

de la "ChR2-mCherry" peut présenter une oligomérisation ayant pour conséquence des problèmes 

d'expression de la ChR2(H134R) à la membrane plasmique. 

 La ChR2(H134R) a été préférée à la ChR2 car, même si elle présente une cinétique 

d'ouverture et de fermeture un peu plus lente, elle est plus sensible à la lumière et montre une 

désensibilisation moins importante (Lin, 2011). Les fondateurs des deux lignées obtenues présentant 

un fond génétique C57BL/6 (C57 black 6) ont été reproduit au fil des générations avec des animaux 

CD1 n'étant pas consanguins et ayant un rythme de reproduction plus élevé. L'expression de la 

ChR2(H134R) dans ces deux lignées est détaillée dans la partie résultats de ce manuscrit. 

 

La création de ces lignées de souris pourrait permettre de traiter les questions suivantes : 

� Quel est l'effet de l'activation des cellules de Purkinje sur les noyaux cérébelleux ainsi que sur 

les structures de projections de ces derniers ? 

� Quel est l'effet des collatérales des cellules de Purkinje sur les neurones du cortex 

cérébelleux ? 

� Quel sont les effets de stimulations effectuées chez l'animal éveillé ? Est-il possibilité de 

créer des modèles de pathologie cérébelleuse sur des périodes de temps contrôlable ? 

� Est-il possible, in vitro, de modifier l'activité d'un compartiment précis de l'arbre dendritique 

de la cellule de Purkinje ? Cela permettrait l'étude des plasticités synaptiques dans de petits 

volumes. 
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MATERIELS ET METHODES 

 La partie "matériel et méthode" est présentée dans les données supplémentaires de l'article. 

Certaines informations complémentaires figurent également dans les résultats. De plus, des fiches 

techniques détaillées se trouvent en annexe afin de faciliter la reproduction de mes conditions 

expérimentales : 

� protocole de PCR 

� protocole pour les expériences comportementales - Rotarod 

� protocole d'anesthésie et de chirurgie 

� protocole pour les enregistrements juxta-cellulaire in vivo (voir également Pinault, 1996). 
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 Ma première année de doctorat a été consacrée à la caractérisation des deux lignées de 

souris transgéniques ChR2(H134R)-YFP et ChR2(H134R)-mCherry - présentes lors de mon arrivée au 

laboratoire, ainsi qu'au développement d'un poste d'électrophysiologie in vivo. Les travaux réalisés 

par la suite ont abouti à la publication d'un article directement intégré aux résultats de ce manuscrit. 

Je commencerai par une présentation détaillée de la lignée de souris transgéniques qui sera suivie de 

la présentation de l'article, auquel s'ajouteront quelques résultats complémentaires. Je finirai par la 

présentation de données préliminaires concernant, entre autres, l'étude des connexions putatives 

entre les cellules de Purkinje et les autres types cellulaires du cortex cérébelleux via les collatérales. 

 

CARACTERISATION DE LA LIGNEE 

 5 fondateurs - 3 pour la construction ChR2-YFP ; 2 pour la construction ChR2-mCherry - 

étaient présents lors de mon arrivée au laboratoire en septembre 2010 (figure 26A & B). Ma 

première tâche a alors été d'isoler la lignée répondant positivement aux trois questions suivantes : 

 - La ChR2 est-elle exprimée dans toutes les cellules cibles ? 

 - La ChR2 est-elle fonctionnelle ? 

 - Les souris transgéniques présentent-elles une absence de phénotype comportemental ? 

 

1. EXPRESSION DE LA CHR2 

 La procédure de sélection d'une lignée que nous avons suivie consiste à la vérification de 

l'expression de la ChR2 dans les cellules de Purkinje de souris appartenant à la seconde génération. 

La fusion avec des marqueurs "YFP" ou "mCherry" dans les deux constructions permet de visualiser 

directement l'expression de la ChR2. Nous avons pu isoler 3 fondateurs - 2 pour la construction ChR2-

YFP et 1 pour la ChR2-mCherry - pour lesquels les descendants semblaient exprimer la ChR2 dans les 

cellules de Purkinje. 

 

1.1. Expression de la ChR2-mCherry : lignée U123 

 L'observation au microscope à épifluorescence de tranches de cervelets fixées au PFA (4%) 

issues de la lignée U123 a permis d'observer une expression faible et hétérogène de la ChR2 à la 

membrane plasmique (figure 26Ai). Il semble également que, pour les cellules positives, l'expression 

de la ChR2-mCherry soit cantonnée au niveau du corps cellulaire des cellules de Purkinje, 

probablement dans le réticulum endoplasmique (figure 26Aii). Ces résultats sont cohérents avec les 

phénomènes d'oligomérisation de la "mCherry" qui induisent des problèmes de trafic intracellulaire. 

De plus, lors d'expériences d'électrophysiologies réalisées en configuration voltage clamp (VC), 

l'application d'un stimulus lumineux a permis d'enregistrer des entrées faibles de courant confirmant 

la quantité réduite de ChR2 exprimée à la membrane des cellules enregistrées. Pour toutes ces 

raisons, nous avons choisi de ne pas utiliser cette lignée. 
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1.2. Expression de la ChR2-YFP : lignée U126 

 Lors de l'observation au microscope à épifluorescence et au microscope confocal de tranches 

de cervelets fixées au PFA (4%), nous avons pu constater l'existence de deux types d'expressions de 

la ChR2 dans le cervelet de nos souris transgéniques. Le premier se manifeste par un marquage 

hétérogène "mosaïque" des cellules de Purkinje à travers tout le cervelet (figure 26Bi). Ce marquage 

hétérogène ne semble pas reproductible entre les individus d'une même fratrie et ne correspond pas 

à la zébrine II. L'image de l'expression hétérogène de la ChR2 (figure 26Bi) ainsi que 

l'immunohistochimie de la figure 18B de l'introduction proviennent de la même tranche coronale de 

cervelet. 

 Le second type d'expression montre un marquage de toutes les cellules de Purkinje du 

cervelet (figure 26Bii). La ChR2-YFP est présente à la membrane du corps cellulaire, des dendrites et 

de l'axone des cellules de Purkinje (figure 26Biii). Ce sont les descendants de cette lignée qui ont été 

utilisés pour l'ensemble de résultats qui suit. 

 

2. FONCTIONNALITE DE LA CHR2 

2.1. Contrôle des cellules de Purkinje par la lumière  

 L'effet de l'activation de la ChR2 par une stimulation lumineuse a été étudié in vitro lors 

d'enregistrements électrophysiologiques de cellules de Purkinje effectués sur des tranches sagittales 

aiguës de cervelet. Une stimulation lumineuse - LED bleue 460 nm - induit un courant dépolarisant en 

configuration whole cell VC (voltage clamp) ainsi qu'un (figure 27Ai ; stimulation : 1 ms ; 4 mW/mm²) 

ou plusieurs (figure 27Aii ; stimulation : 100 ms ; 10 mW/mm²) potentiels d'actions en current clamp 

(CC) en fonction de la durée de stimulation. Lors de stimulations prolongées, le courant enregistré 

désensibilise rapidement avant de se stabiliser à un plateau (voir article ; figure 27Aii). L'observation 

des potentiels d'actions pour une même stimulation montre une fréquence de décharge rapide au 

début de la stimulation qui diminue puis se stabilise rapidement (figure 27Aii & B). La cinétique du 

courant sous forme de pic suivi d'un plateau explique la fréquence de décharge plus élevée des 

potentiels d'action en début de stimulation, ainsi que la stabilisation de ces derniers. Le plateau de 

courant - enregistré en VC - ainsi que la stabilisation de fréquence des potentiels d'actions - 

enregistré en CC - sont maintenus constants pour des stimulations prolongées de 500 ms (figure 

27B). 

 La puissance de stimulation contrôle l'amplitude des courants induits (voir article) ainsi que la 

fréquence de décharge de la cellule enregistrée (figure 27C). Les stimulations spécifiques de la 

substance blanche (> à 30mW/mm²) n'ont pas permis d'observer le déclenchement d'un potentiel 

d'action antidromique, signifiant probablement que la densité de ChR2 exprimée à la membrane des 

axones de Purkinje n'est pas suffisante pour déclencher l'ouverture des canaux sodiques dans l'axone 

au niveau des nœuds de Ranvier (n = 10). 
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2.2. Contrôle indirect de l'activité des noyaux cérébelleux 

 Des enregistrements sur des tranches parasagittales aiguës de cervelet en configuration 

loose cell attached nous ont permis de mesurer l'activité spontanée des neurones des noyaux 

cérébelleux (n = 3). La stimulation lumineuse des cellules de Purkinje bloque temporairement 

l'activité spontanée des neurones des noyaux cérébelleux (figure 28A et B). Le blocage des 

transmissions GABAergiques entre les cellules de Purkinje et les noyaux cérébelleux par l'application 

de picrotoxine (0.1 mM) supprime l'effet de la stimulation, confirmant ainsi que l'inhibition 

enregistrée provient des cellules de Purkinje (n = 2 ; figure 28C). 

 

3. ABSENCE DE PHENOTYPE COMPORTEMENTAL 

 L'insertion d'un BAC se faisant aléatoirement dans le génome de la souris, il est possible 

d'observer une perturbation des comportements des animaux modifiés génétiquement. 

 Nos travaux portant sur le cervelet, nous avons testé les comportements de ces souris dans 

deux tâches différentes du Rotarod, particulièrement adaptées à l'évaluation des compétences 

motrices. L'ensemble des tests comportementaux et des analyses ont été fait en condition "aveugle" 

afin que le comportement de l'expérimentateur n'influence pas les performances de l'un ou l'autre 

groupe. 

 

3.1. Protocole d'apprentissage 

 Ce protocole consiste à placer les souris naïves sur les cylindres immobiles du Rotarod. Après 

environ 5 s le cylindre commence à tourner en accélérant de 0 à 45 rotations par minute en 180 s. 

Durant une session, chaque souris effectue 3 essais espacés de 3 min. La durée précédant la chute 

est mesurée. Trois sessions espacées de 90 min sont ainsi pratiquées pour chaque animal (figure 

29Ai). 

 Les résultats (figure 29Aii) montrent que les souris ChR2 (n = 9) aussi bien que les sauvages 

(wt : wild type ; n = 10) issues de la même portée améliorent leurs performances d'une session à 

l'autre, signifiant que les deux groupes d'animaux sont capables d'apprentissages (ANOVA 

multifactorielle, p < 0.01). Aucune différence significative n'a été trouvée entre les souris "ChR2" et 

les souris "wt" issues de la même portée (ANOVA multifactorielle, p = 0.392). 

 

3.2. Protocole de coordination motrice 

 Bien que le premier paradigme permette également de tester la coordination motrice, nous 

avons effectué un second test dans le but de valider l'absence de phénotype des comportements 

moteurs chez nos souris transgéniques. Ce protocole est constitué de 5 conditions différentes dans 

lesquelles des rampes d'accélération sont générées pendant les 30 premières secondes, puis la 

vitesse est maintenue constante pendant 4 min 30. Les conditions 1 à 5 représentent respectivement 
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des plateaux de 8, 11, 14, 20 et 29 rotations par minute (figure 29Bi). Ce test est précédé d'une ré-

habituation correspondant à un essai du protocole d'apprentissage réalisé la veille. Aucune 

différence significative n'a été trouvée entre les souris "ChR2" et les souris "wt" issues de la même 

portée (Mann-Witney, condition 1, p = 0.58 ; condition 2, p = 0.83 ; condition 3, p = 0.87 ; condition 

4, p = 0.87 ; condition 5, p = 0.36), confirmant ainsi les résultats obtenus avec le protocole précédent 

(figure 29Bii). 

 

 

 

ARTICLE 

 L'article ayant été écrit dans un cadre collaboratif, il convient de discerner les expériences 

réalisées par mes soins de celles effectuées par nos partenaires. La construction du BAC a été 

réalisée sous la direction de Fekrije Selini (CIRB, Collège de France). Les enregistrements in vivo des 

noyaux cérébelleux ainsi que l'étude de la diffusion de la lumière dans le tissu cérébelleux ont été 

effectués à l'Ecole Normale Supérieure sous la conduite de Clément Léna. Enfin, le comportement, 

les révélations immunohistochimiques, la majeure partie de la caractérisation in vitro et l'intégralité 

des enregistrements in vivo des cellules de Purkinje ont été réalisés dans le cadre de ma thèse. 

 Afin de faciliter la lecture de l'article, les figures ont été agrandies et le texte remis en page. 

Les figures 2, 3 et 4 se retrouvent donc scindées en 2 parties. 
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ABSTRACT  

Climbing fibers, the projections from the inferior olive to the cerebellar cortex, carry sensorimotor 

error and clock signals that triggermotor learning by controlling cerebellar Purkinje cell synaptic 

plasticity and discharge. Purkinje cells target the deep cerebellar nuclei, which are the output of the 

cerebellum and include an inhibitory GABAergic projection to the inferior olive. This pathway 

identifies a potential closed loop in the olivo-cortico-nuclear network. Therefore, sets of Purkinje 

cells may phasically control their own climbing fiber afferents. Here, using in vitro and in vivo 

recordings, we describe a genetically modified mouse model that allows the specific optogenetic 

control of Purkinje cell discharge. Tetrode recordings in the cerebellar nuclei demonstrate that focal 

stimulations of Purkinje cells strongly inhibit spatially restricted sets of cerebellar nuclear neurons. 

Strikingly, such stimulations trigger delayed climbing-fiber input signals in the stimulated Purkinje 

cells. Therefore, our results demonstrate that Purkinje cells phasically control the discharge of their 

own olivary afferents and thus might participate in the regulation of cerebellar motor learning. 

Keywords: motor control | olivo-cerebellar loop | complex spikes 
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INTRODUCTION  

The cerebellar cortex is involved in a wealth of functions, from the control of posture to higher 

cognitive processes (1–3). Purkinje cells (PCs) are key processing units of the cerebellar cortex (4): 

each PC receives more than 175,000 parallel fiber synaptic inputs carrying information about the 

ongoing sensorymotor context. It also receives a single inferior olive afferent, the climbing fiber, 

which triggers a complex spike (CS), modulates PC firing (5), controls synaptic input plasticity, and has 

been proposed to carry error and clock signals to the cerebellum (2, 4– 8). PCs are grouped in 

multiple parasagittal microzones, each receiving projections from separate areas of the inferior olive 

and projecting to subregions of the cerebellar nuclei (CN) (9– 12). In the CN, PCs make inhibitory 

contacts on excitatory neurons that project to various premotor areas and propagate cerebellar 

computations to the motor system. Anatomical evidence indicates that PC terminals also contact CN 

inhibitory neurons that target inferior olive cells (13, 14). This nucleoolivary pathway is 

topographically organized in multiple parallel projections to the inferior olive subnuclei (15), 

suggesting the existence of closed olivary-cortico-nuclear loops. Therefore, the discharge of a 

population of PCs in a microzone might not only shape the output of the cerebellum but also control 

its afferent climbing-fiber signal. Previous studies have shown that stimulation of the nucleo-olivary 

pathway significantly reduces olivary cell firing (16–18) and that pharmacological and genetic 

manipulations of PCs or olivary cell activity induce reciprocal modulations of the firing rate of PCs and 

climbing fibers (19, 20). These results indicate that PCs may tonically modulate the nucleo-olivary 

pathway. However, whether the cerebellar cortex can phasically recruit this pathway and whether 

this circuit functions as a closed loop is currently unknown. We thus set out to study the impact of 

phasic stimulations of PCs on cortico-nucleo-olivary loops. To control selectively PC firing rates, we 

engineered a mouse line expressing Channelrhodopsin-2 (ChR2) specifically in PCs. By combining 

optogenetic stimulation and in vivo electrophysiological recordings, we show that stimulating a set of 

PCs in a region of the cerebellar cortex triggers a restricted inhibition in the cerebellar nuclei and a 

transient disinhibition of the inferior olive cells that project to this set of PCs. 

 

RESULTS  

L7-ChR2-eYFP Mice Engineering. A genetically modified mouse (L7-ChR2) that expresses 

ChR2(H134R)-Yellow Fluorescent Protein (YFP) under the control of the regulatory elements of the 

pcp2 gene was created using the bacterial artificial chromosome modification strategy (SI Methods, 

Fig. 1A, and Fig. S1A) (21). Specific expression of the ChR2-YFP fusion protein in all PCs of the 

cerebellar cortex was detected by YFP fluorescence on cerebellar sections and confirmed by anti-

calbindin immunostaining (Fig. 1B and Fig. S1B). GABA immunostaining and wholecell patch-clamp 

recordings in acute cerebellar slices showed no expression in molecular layer interneurons or Golgi 

cells (Fig. 1D). Behavioral tests were performed to assess motor performance of the mutant mice. No 

difference was found between L7-ChR2 mice and wild-type littermates (Fig. 1C), indicating that this 

transgene expression does not perturb motor functions. 
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Control of Purkinje Cells by Light. To characterize PC activation by ChR2, in vitro recordings were 

performed on acute cerebellar slices using whole-cell patch-clamp. Wide-field illumination with blue 

light (Fig. 2A and SI Methods) systematically activated an inward current in all PCs tested (n = 65; Fig. 

2 B–D). By restricting the field of illumination (SI Methods), we could show that ChR2 channels are 

expressed throughout PC dendrites (Fig. 2B) and estimate their density to be 150–300 channels per 

μm2 illuminated [Fig. S2, assuming a unitary conductance of 100 fS (22)]. We then set out to 

characterize the current induced in PCs by illumination as a function of irradiance and pulse duration. 

For a pulse duration of 1 ms, increasing irradiance enhanced the amplitude of the photocurrent up to 

several hundred picoamps (Fig. 2C and SI Methods) with a decay time constant of 17.3 ± 8.5 ms (n = 

11). For longer pulses (100 ms), the current rapidly desensitized to a stationary current at 58 ± 3% of 

the peak for stimulation frequency below 0.05 Hz (n = 5) (Fig. 2 C, iv), in agreement with previous 

work (23). The pulse frequency used in most of the experiments reported in this work was above 

0.05 Hz, leading to a smaller peak current but a similar stationary current (Fig. 2C). Current-clamp 

recordings showed that light-evoked current carrying a charge above 14.7 ± 10 pC (n = 4) elicited an 

action potential in PCs (Vm = −60 mV) and that action potentials were repeated during burst 

illuminations of up to 10 Hz for irradiance above 8 mW/mm2 (Fig. 2D). These results demonstrate 

that, despite its very low conductance, the density of ChR2 channels is high enough to produce large 

currents and reliably elicit action potentials in PCs of L7-ChR2 mice. 

Next, the activation of PCs was characterized in vivo using juxtacellular recordings in anesthetized 

mice. Blue-light illumination was delivered through optical fibers coupled to a LED and positioned in 

the vicinity of the brain surface (SI Methods and Fig. 2E). In contrast to in vitro conditions, the 

irradiance received by the PCs in vivo depends strongly on the scattering of light in the tissue and 

varies as a function of the depth and orientation of the dendrite of the PC. PCs were identified by the 

occurrence of complex spikes (CSs), produced by the climbingfiber input, and by the frequency of 

spontaneous simple spikes (mean CS rate = 0.44 ± 0.63 Hz; mean simple spike rate = 39.7 ± 3.9 Hz, n 

= 19, n = 16 mice). Increasing irradiance intensity led to an increase in simple spike firing rate in all 

cells (n = 14) whose somata lie in the first hundreds of micrometers from the surface of the tissue 

(Fig. 2 F and G). This increase in simple spike-firing rate could continue up to 500 ms (the longest 

duration tested) and reach up to 250 Hz. Further increasing the intensity induced a depolarization 

block consisting of a burst of spikes at light onset followed by a complete suppression of PC firing 

during the remaining time of illumination (Fig. 2F). Because of the diffusion of light (SI Methods; and 

see Fig. S5), depolarization block was not observed for cells distant from the tip of the optic fiber by 

more than 300 μm even at tip irradiance above 30 mW/mm2. Also, no depolarization block was 

elicited with short pulses of light (≤2 ms). To quantify the onset of the effect of illumination, the 

latency of the first spike after the onset of illumination was measured. This latency was significantly 

shortened to a median delay of 5.5 ms (n = 19) (Fig. 2H) for irradiance as low as 2.5 mW/mm2, and 

further decreased to a minimum median of 3.0 ms for an irradiance intensity of 19 mW/mm2 (Fig. 

2H). At the offset of the illumination, the time required to resume basal firing rate ranged between 

10 and 30 ms (Fig. 2I). These findings demonstrate that ChR2-expressing PCs can be excited by light 

with high temporal precision in vivo. 
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Inhibition of Cerebellar Nuclei Neurons by Purkinje Cells. To assess whether the photostimulation of 

PCs was able to modulate the activity of their target neurons in the cerebellar nuclei (CN), in vivo 

extracellular recordings were performed with tetrodes in the CN while illuminating the ipsilateral 

cerebellar cortex (SI Methods and Fig. 3 A and B). To increase the probability of stimulating the group 

of PCs that target the recording site in the CN, we used illumination parameters that maximize the 

number of PCs excited (optical fiber of 600 μm diameter, 100-ms pulses, irradiance at 60 mW/mm2) 

(SI Methods). Using these conditions, only 10% of activated PCs are likely to experience intensities 

that trigger a depolarization block (SI Methods; and see Fig. S5). By illuminating the lateral part of 

Crus I, sites that induced inhibition in recorded units from the interposed nucleus were found (26/48 

tested sites; 21 animals) (Fig. 3 C–G). The suppression of firing was often accompanied by a small 

deflection in the field potential, presumably due to synaptic activation (red arrow, Fig. 3C). Usually, 

several cells were recorded simultaneously by the tetrode at each recording site (3.7 ± 1.7 cells per 

site) (Fig. 3B). Among the 97 cells recorded at responding sites (i.e., where at least one cell was 

inhibited), 70 cells were inhibited by Crus I illumination whereas 27 did not respond (average of 76 ± 

26% inhibited cells at each site). These cells exhibited a mean firing rate of 18.0 ± 13.1 Hz and a 

coefficient of variation of 0.58 ± 0.29 for the interspike interval. 

To quantify the effectiveness of the inhibition, the parameters of illumination were then varied (Fig. 

3E and Fig. S3). Decreasing the intensity of irradiance to 19 mW/mm2 did not change the proportion 

of responding cells at responding sites in the CN (72.8 ± 31% responding cells from 57 cells recorded 

at 25 responding sites in four mice), showing that this intensity is enough to recruit the minimum 

number of PCs necessary for CN inhibition. The duration of full inhibition (complete suppression of 

firing) increased with pulse duration and irradiance intensity (Fig. 3E). For 25-ms pulses, a complete 

inhibition of some CN units could be observed at irradiance higher than 3 mW/mm2. The mean 

latency to full inhibition was slow but variable (mean = 18.9 ± 11.7 ms at 19 mW/mm2 and 19.7 ± 

12.15 ms at 60 mW/mm2) (Fig. S3 D–F), which is consistent with the requirement of a large number 

of activated PCs for complete inhibition of CN firing. Finally, trains of 20-Hz and 30-Hz light pulses 

induced a rhythmic modulation of CN firing (Fig. S4). Taken together, these data show that 

illumination of PCs allows a dynamic control of CN firing (24) and that the duration of inhibition 

increases with the intensity and duration of light stimulations. Because PC inhibition has been 

proposed to produce a rebound excitation in CN neurons (25), we examined whether the 

instantaneous frequency was significantly enhanced relative to baseline values when the cells 

resumed their firing. The inhibition produced by PC inputs did not trigger a detectable rebound 

excitation even at high irradiance (60 mW/mm2) in most CN cells (about 90%) but was followed by 

either a progressive or a direct return of CN discharge to its baseline value after the end of the 

stimulation (Fig. S3). To test the spatial specificity of the responses, the light source at the surface of 

the cerebellum was displaced from Crus I to Crus II, once a responding site was found; in most cells, 

the light-induced inhibition was lost (n = 12/14 cells recorded, six recording sites, four mice) (Fig. 3F), 

consistent with the zonal anatomical organization of the cortico-nuclear pathway. We then mapped 

the region of the CN inhibited by activation of 1000–3000 PCs in Crus I (pulse duration: 100 ms, 

irradiance 19 mW/mm2; see Fig. 3A, Fig. S5, and SI Methods). The cellular responses were explored 

by systematic penetrations in ranges of stereotaxic coordinates [antero-posterior (AP) −5.9 to 6.4, 

medio-lateral (ML) 1.5; 2.5, depth 2.1, 3.3], and the most responsive sites were located in a small 

area (AP −6.2, −6.4, ML 1.7, 1.9, depth 2.7; 3.2) (n = 106 cells, 53 recording sites, four mice) (Fig. 3G 

and Fig. S3). 



Article 

98 
 



Article 

99 
 

Activation of Purkinje Cells Controls Inferior Olivary Neurons Discharge. We then set out to assess 

whether the stimulation of a population of PCs can stop the firing of CN neurons and then influence 

the discharge of inferior olivary neurons. Complex spikes (CS) in PCs were monitored in juxtacellular 

recordings in vivo as a readout of olivary cells discharge. The recorded PC and its neighbors were 

then excited using small optical fibers (diameter 50–200 μm), and the irradiance was adjusted to 

obtain a strong activation without depolarization block (mean = 20.6 ± 11.7 mW/mm2). Local 

illumination by pulses of light lasting 35–500 ms elicited a CS in 25 out of 42 PCs (n = 25 mice) (Fig. 

S6) with a mean latency of 138 ± 39 ms after the onset of the stimulation (Fig. 4 A and B). No 

response was observed for pulse durations of 10 and 20 ms. For pulse durations of 100 ms or less, 

most stimulation-induced CSs were elicited tens of milliseconds after the end of illumination, thus 

ruling out the possibility that CSs are a direct (artifactual) consequence of light stimulation. Indeed, 

no effect of illumination was detected in wild-type control mice either in PCs or in other cell types (n 

= 4 PCs, 7 non-PCs, presumably inhibitory interneurons from four wild-type mice). Interestingly, once 

a rebound CS was observed, the response rate was independent of the size of the fiber used (F(1,23) 

= 2.85, P = 0.10) and the irradiance at the tip of the optic fiber (F(1,52) = 0.73, P = 0.40). Therefore, 

data obtained using different irradiance intensities and fiber diameters were pooled together. No 

difference was observed in the onset of the CS responses for pulse durations between 35 and 500 ms 

whereas the offset of the response increased with pulse duration (Fig. 4C), suggesting that the 

beginning and the end of the response are locked respectively to the beginning—with a long delay—

and to the end of the stimulation. Therefore, CS were evoked by pulses of irradiance around 20 

mW/mm2 using a 100- μm optical fiber that should activate about 200–500 PCs (Fig. 4A and Fig. S5). 

Taken together, these results indicate that, provided a critical number of PCs were illuminated for a 

minimal period (35 ms), the disinhibition of olivary neurons resulted in CSs evoked with a minimal 

delay of 80–100 ms. Moreover, experiments in which the optical fiber was moved along the 

transverse axis above the surface showed that the evoked CS response (i.e., the inferior olive 

disinhibition) decreased and disappeared together with the simple spike response (i.e., the direct 

activation of the recorded cell) (Fig. 4E). These results indicate that the set of PCs that control the 

climbing fiber afferent to a PC is localized close to that PC (Fig. 4F), consistent with the topographical 

organization of the cortico-nucleo-olivary circuit. 

There is a substantial jitter in the time of occurrence of the CS after the onset of illumination (several 

tens of milliseconds) (Fig. 4 B and D), suggesting a temporal fluctuation of the responsiveness of the 

inferior olivary neurons to disinhibition. There was indeed a correlation between the probability of 

occurrence of the CS following the stimulation of PCs and the CS baseline firing rate (Fig. S6B), 

indicating that PC illumination is more efficient when olivary cells are more depolarized. Because 

inferior olivary neurons are known to express subthreshold oscillations spontaneously (26), we 

examined whether such oscillations would condition the timing of the CS evoked by PCs stimulations. 

Poststimulus time histograms were constructed by aligning individual trials on the time of the first CS 

after the onset of stimulation (Fig. 4D, green ticks; 100 ms pulse, n = 8), and the evoked CS were 

found to occur preferentially 225 ms and 450 ms after a preceding spontaneous CS (Fig. 4D, 

Bottom). These results show that the disinhibition of olivary neurons triggers CS spikes in phase with 

an 4-Hz subthreshold oscillation. 

 

 



Article 

100 
 

 



Article 

101 
 

D ISCUSSION  

In this study, a transgenic mouse line expressing ChR2 specifically in PCs is described and used to 

investigate the functional organization of the olivo-cerebellar circuit. The level of ChR2 (H134) 

expression yielded reliable and sustained currents (23, 27) in PCs and increased the cells’ discharge. 

Focal illumination in one specific part of the cerebellar cortex (crus I) transiently inhibited 75% of the 

cells recorded simultaneously from the same tetrode in a restricted area of the cerebellar nuclei. 

Lowering the intensity of stimulation did not change the percentage of responsive cells at responsive 

sites, suggesting that the nonresponsive cells receive weaker PC inputs, as it has been suggested for 

nuclear GABAergic interneurons (28). Although light stimulations took a few milliseconds to evoke 

spikes in PCs, the complete suppression of firing in CN cells was variable among cells and was 

reached on average in 20 ms, indicating the need for a high convergence of presynaptic PCs or a 

temporal summation of inhibitory PC inputs to fully inhibit CN neurons. Surprisingly, although 

sustained inhibition was induced in CN neurons following activation of PCs, rebound excitation (29, 

30) was observed in only 10% of the cells, in agreement with the study of Alviña et al. (31). 

Anesthesia might alter physiological properties of CN neurons. However, recent studies (25, 32) have 

demonstrated that rebound excitation in CN neurons requires the extensive activation of the 

presynaptic PCs. Thus, a more likely interpretation is that our protocol of illumination leads to poorly 

synchronized PC discharges and/or fails to recruit enough presynaptic PCs. 

The stimulation of PCs during tens of milliseconds elicited olivary discharge with an onset latency 

close to 100 ms and an offset latency that increased with stimulation duration. Such long-latency 

phenomenon has been previously suggested in behaving monkeys (33) by analyzing the simple spike 

discharge preceding complex spikes. In our experiments, the CS response started while the CN 

neurons were still inhibited, which rules out the recruitment of an (indirect) excitatory output of the 

CN to the inferior olive (15, 34). However, the evoked CS is consistent with properties of the nucleo-

olivary inhibitory pathway (35), which is dominated by asynchronous release (17) leading to long 

latencies for inhibition (18); this mode of transmission should delay the transmission of changes in 

CN firing rate and filter out very transient suppressions of CN firing. Moreover, the variability of the 

latency of the CS response across trials seems to be partly due to intrinsic subthreshold fluctuations 

(26) (in our case, 4-Hz oscillation) of the membrane potential of inferior olivary neurons. Indeed, the 

maximal probability of occurrence of CS response was found in phase with olivary oscillations. 

Overall, the characteristics of the CS response to increased PC discharge are consistent with a 

disinhibition of the inferior olive via the nucleo-olivary pathway. Our results are also consistent with 

a topographical organization of the cortico-nucleo-olivary pathway. CN neurons inhibition was lost 

when the illumination was moved to a neighboring lobule. Moreover, the CS response in the 

recorded PCs disappeared as soon as direct excitation (evidenced by simple spike modulation) was 

lost when the optic fiber was moved away in the transverse direction. The combination of these 

results and those from previous studies (9, 16, 24, 26, 27, 30–32, 36) strongly argue for the existence 

of closed cortico-nucleo-olivary loops where spatially restricted sets of PCs control their afferent 

climbing fibers. The spatial extension of the set of PCs excited by our smallest illumination (around 

300 μm diameter) is closer to the scale of cerebellar zones than of microzones (11). Indeed, recent 

imaging studies in vivo describing synchronized CSs during sensory stimulation identified microbands 

narrower than 100 μm (37, 38). Testing whether the control of the CS is segregated across such 

microzones may require the use of specific strategies (39) to restrict the expression of the opsin to 
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single microzones and therefore circumvent the difficulty of illuminating very narrow bands of cells. 

The closed cortico-nucleo-olivary loops will favor the triggering of a CS volley in a subset of PCs 

shortly after their firing rate is increased. Moreover, because the nucleo-olivary inhibitory pathway 

targets gap junctions between olivary cells and promotes their decoupling (7, 40), the inhibition of 

this pathway should promote CS synchrony (19, 41). This feedback excitatory loop could also 

modulate plasticity in the cerebellar cortex, for example, at the parallel fiber to PC synapse because 

the delay between the onset of the increased PCs firing and the rebound CS (around 100 ms) 

matches the optimal interval between parallel-fiber and climbing-fiber discharges required for the 

induction of long-term depression (42, 43). Indeed, the nucleo-olivary pathway has been proposed to 

play important roles in conditioning (44, 45), and an appealing possibility is that the cortico-nuclear 

pathway controls the contribution of the nucleo-olivary pathway to motor learning. A wide range of 

theoretical and experimental evidence has led to the proposal that learning mechanisms in the 

cerebellar cortex  underlie the formation and the storage of internal models of the sensory-motor 

system (46). These models convert desired movements into motor commands or predict sensory 

outcomes of planned movements (47); the adjustment of the models is performed by supervised 

learning via the climbing fibers. The cortico-nucleo-olivary pathway described in our study provides a 

way to propagate the predictions computed in the cerebellar cortex to the inferior olive, where it can 

be compared, with an appropriate delay, with the actual outcome of the ongoing task carried by 

other inputs to the inferior olive. Therefore, the closed cortico-nucleo-olivary loops may play an 

essential role in adjusting the internal models in the cerebellum. 

 

METHODS  

All experimental procedures conform to Centre National de la Recherche Scientifique and National 

Institutes of Health guidelines on animal experimentation. A BAC transgenic mouse expressing 

channelrhodopsin-2(H134R) under the control of the regulatory elements of the L7-pcp2 gene was 

generated (21) (SI Methods and Fig. S1). In vivo extracellular recordings of PCs were performed in 

anesthetized animals (SI Methods). Means were given ± SD unless otherwise stated. 
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SUPPORTING INFORMATION 

 

SI  METHODS  

BAC Modification and Transgenic Mice. A 1-kb homology box located 5ʹ of the ATG of the pcp2 gene 

was amplified by PCR from bacterial artificial chromosome (BAC) RP24-186D18 and subcloned in the 

pLD53.SC2 shuttle vector. The cDNA encoding hChR2(H134R)EYFP was amplified from the vector 

pAAV-double floxed-hChR2(H134R)EYFP-WPRE-pA (kindly provided by K. Deisseroth, Stanford 

University, Standford, California), and placed behind the pcp2 homology box. The resulting 

pcp2/hChR2(H134R)EYFP shuttle vector was used to modify the BAC RP24-186D18 by homologous 

recombination according to previously published protocols (1). The recombination design allows the 

replacement of the pcp2 ATG by the cDNA construct in the BAC, effectively placing the expression of 

the channelrhodopsin hChR2(H134R)EYFP construct under the control of the regulatory elements of 

the pcp2 gene. Correct modification of the RP24-186D18 BAC was visualized by Southern blot on BAC 

DNA digested by EcoRI, separated on 0.8% agarose gel, and probed with digoxigenin-labeled pcp2 

homology box. Pulsedfield gel electrophoresis was performed on BAC DNA digested by SpeI. A 

correctly modified BAC was selected (Fig. 1A) based on the pattern observed by Southern blot and 

pulsed-field gel analysis (including no visible reorganization of the BAC). This BAC was amplified and 

purified using a cesium chloride gradient. DNA was then dialyzed in oocyte injection buffer for 

generation of transgenic mice (injection performed by the Institut Clinique de la Souris, Illkirch, 

France). Founders were genotyped using two sets of primers ensuring the integrity of the inserted 

BAC: one set in the BAC backbone (forward: 5ʹGTGATATCGCGGAAGGAAAA3ʹ; reverse: 

5ʹAGGATATACGGCAGGCATTG3ʹ), another set encompassing the L7 homology box and the ChR2 

cDNA (forward: 5ʹGCTTCTTCAACCTGCTGACC3ʹ; reverse: 5ʹaaaaatgtgttcgcgccata3ʹ). 

In vitro Recordings. All experimental procedures conformed to Centre National de la Recherche 

Scientifique and National Institutes of Health guidelines on animal experimentation. Slices were 

prepared from juvenile L7-ChR2-eYFP mice (postnatal 15 to 24) as described in ref. 2. Following 

anesthesia by isoflurane inhalation, animals were killed by decapitation, the cerebellum was 

dissected out and placed in a cold artificial cerebrospinal fluid (ACSF) (4 °C) bubbled with carbogen 

[95% O2, 5% CO2 (vol/vol)], containing in mM: NaCl 120; KCl 3; NaHCO3 26; NaH2PO4 1.25; CaCl2 

2.5; MgCl2 2. Glucose 10, Minocyclin 0.00005 (Sigma-Aldrich). The 330 μm-thick sagittal slices were 

prepared (Microm HM 650V, Microm) in potassium-based medium, containing in mM: K-gluconate 

130; KCl 14.6; EGTA 2; Hepes 20; Glucose 25; minocyclin 0.00005, and D-AP5 0.05. This method was 

used to protect acute brain slices during cutting (3). After cutting, slices were soaked a few seconds 

in a sucrosebased medium at 34 °C, containing in mM: sucrose 230; KCl 2.5; NaHCO3 26; NaH2PO4 

1.25; glucose 25; CaCl2 0.8; MgCl2 8; minocyclin 0.00005; and D-APV 0.05. Slices were maintained in 

a water bath at 34 °C in bubbled ACSF. Experiments were done at 34 °C using the same bubbled 

ACSF. Drugs were obtained from Tocris-Cookson or Ascent Scientific. Purkinje cells (PCs) were whole-

cell patch-clamped both in voltage and current clamp mode using 3- to 4-MΩ pipettes with a 

Multiclamp 700 amplifier (Molecular Devices), and optimal series resistance (Rs) compensation (80% 

of 5–10 MΩ typically) was applied. Rs was monitored in all experiments, and cells were held at −60 

mV (Figs. 1 and 2) or −70 mV (Fig. S2). The pipette solution contained (in mM): KMeSO4 135; NaCl 6, 
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Hepes 10; MgATP 4; Na2GTP 0.4, with pH adjusted to 7.3 with KOH and osmolarity to 300 mOsm. 

Voltages were not corrected for the liquid junction potential, which was calculated to be 9 mV (i.e., 

the real membrane potential was 9 mV more hyperpolarized than reported). Currents in Purkinje 

cells were low-pass filtered at 2 kHz, and then sampled at 20-50 kHz. Acquisition of data and control 

of light illumination were performed using the WinWCP 4.2.x freeware (John Dempster, University of 

Strathclyde, Glasgow, UK). 

In vitro Photostimulation. For experiments of Fig. 2 C and D, PCs were photostimulated using wide 

field LED-based illumination (collimated LED M470L2-C1 powered by a T-cube LEDD1B driver from 

Thorlabs or a collimated black LED 460 nm from Prizmatix) through the objective (20×, NA = 0.5) of 

the microscope (BX51 Olympus). Irradiance was measured with a PM100D power meter equipped 

with an S120C photodiode sensor (Thorlabs) under the objective, and the illuminated area was 

estimated to a disk of 600 μm. In Fig. 2B, a 473-nm diode-pumped solidstate (DPSS) laser 

(CrystaLaser) was used for laser scan illumination on an Olympus microscope. In Fig. S2, 

photostimulation at 460nm (Lumen Dynamics X-cite XLED1) was carried out on an optogenetic 

workstation based on a Leica DM6000 FS fixedstage microscope, with patterned illumination (digital 

micromirror device; AndorTM Mosaic). The position and shape of illumination masks were verified by 

using a mirror slide straight after the experiment. The homogeneous illumination over masks of 

defined size enabled the accurate calibration of the irradiance. Recorded PCs were loaded with alexa 

568 to draw the masks and estimate their depth (on average 30 μm below the slice surface). 

Surgery. Mice were anesthetized using urethane (1.9 g/kg i.p.) and mounted in a stereotaxic frame 

(Model 942; David Kopf Instruments; or SR-6M; Narishige). Their body temperature was maintained 

at 36–37 °C throughout the experiment using a heating blanket controlled by rectal temperature 

(CMA 450, CMA or TC-1000; CWE Inc). Before scalp incision, 3% lidocaine was injected s.c. at the 

incision site. After incision, the skull was exposed, and a craniotomy was drilled above the right 

cerebellar hemisphere. During surgery, a long pass filter (cut on 550 nm) on white-light apparatus 

was used to avoid spurious ChR2 activation. The surface of the cerebellum was kept moist with a 

saline solution throughout the experiment. For juxtacellular recordings, mice were ventilated (SAR-

830/P, BIOSEB; Dwyer). All in vivo electrophysiological experiments were performed on anesthetized 

mice. 

Rotarod. To evaluate motor coordination, mice were placed on immobile rotarod cylinders, which 

ramped up from 0 to 45 rotations per minute (IITC) in 180 s. The timer was stopped when the mouse 

fell off the cylinder or did a whole turn with it. For a given session, this procedure was repeated three 

consecutive times. The full experiment comprised three sessions per animal, separated by 90 min. 

in vivo Juxtacellular Recordings and Data Analysis. Juxtacellular recordings in anesthetized mice 

were made as in ref. 4 using 15–30 MΩ resistance borosilicate glass pipettes (Warner Instruments), 

filled with a 0.5 M NaCl solution and mounted on motorized micromanipulators (Luigs and 

Neumann). Data were recorded and filtered between 300 Hz and 5 kHz and sampled at 20 kHz using 

an amplifier in current clamp mode (ELC 03XS; NPI). Acquisition of data and control of light 

illumination were performed using the WinWCP 4.2.x freeware (John Dempster). Spike sorting and 

data storage were designed with OpenElectrophy open source software in a sql environment 

(http://neuralensemble.org/OpenElectrophy/) [Garcia and Fourcaud-Trocmé (5)]. 
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Cerebellar Nuclei Recordings. For electrophysiological recordings, a commercial quartz tetrode 

(Thomas Recordings) was lowered into the right nucleus interpositus (from Bregma, −6.2 to −6.4 mm 

antero-posterior (AP), 1.5–2.0 mm medio-lateral (ML), and 2.4–2.8 mm below brain surface). As we 

showed earlier, these tetrodes produce more reliable penetrations of the cerebellar cortex and less 

tissue damage than conventional wire tetrodes (6). Each tetrode was covered with dye (Vybrant DiI; 

Life Technologies), and its position in the nucleus interpositus was verified by post hoc analysis of 

cryostat brain sections. Extracellular potentials measured by the tetrode were amplified and digitized 

using a System 3 workstation purchased from Tucker Davis Technologies. 

In vivo Photostimulation of Purkinje Cells. Light was delivered to discrete areas of the exposed 

cerebellar surface using a highbrightness blue light emitting diode (LED) coupled with optical fibers of 

different diameters (50, 100, 200, and 600 μm, numerical aperture 0.22, 0.22, 0.48, and 0.37), 

purchased from Prizmatix or Doric Lenses. The LED had a peak wavelength of 460 or 463 nm and a 

spectral bandwidth (full-width at half maximum) of 27 or 24 nm. Light pulses were generated using a 

universal LED controller (Prizmatix; SLC-AA02-US; Mightex Systems) triggered from the 

electrophysiology acquisition software (WinWCP or Tucker-Davis). Optical power at the fiber tip was 

measured with a PM100D power meter equipped with an S120C photodiode sensor (Thorlabs). The 

waveform and timing of individual light pulses were monitored using a silicon photodiode (SM1PD1A; 

Thorlabs). All values of irradiance in the text correspond to the value at the tip of the optic fiber. For 

photostimulation of Purkinje cells, the tip of the optical fiber was positioned in close vicinity or in 

contact with the cerebellar surface (except in the experiments where the fiber was moved while 

recording the cell). 

Initially, a 200-μm fiber was used to study Purkinje-cell response to blue light in juxtacellular 

recordings and control the emission of spikes by olivary cells as shown in Fig. 4. In an attempt to 

restrict the spread of light, a set of experiments with a fiber of 100 μm diameter (and a few 

experiments using a fiber of 50 μm) was performed. In these experiments, the irradiance at the tip of 

the optical fiber was adjusted to compensate for light diffusion between the optical fiber and the 

recorded PC (and its neighbors), so that it generated a strong increase in the frequency of simple 

spikes but remained below the threshold triggering depolarization block in the recorded PC. 

A 600-μm-diameter fiber combined with high irradiance was used for the recordings in the cerebellar 

nuclei: in these experiments we needed to stimulate a larger area to increase the chance to stimulate 

the few tens of Purkinje cells that contact the cerebellar nuclei (CN) units recorded. 

In the experiment of Fig. 4E for which the fiber was moved while recording the PC, the fiber had to 

be kept distant from the surface to avoid the loss of the cell, thus yielding more diffuse activation 

[these data were analyzed by comparing the occurrence of the light-evoked complex-spike (CS) 

response to the modulation of the simple-spike discharge as a signature of a direct effect]. 

Estimation of the Number of Stimulated Purkinje Cells. To estimate the number of cells activated 

during photostimulation, we first assessed the volume of tissue that received enough light to 

increase the simple spike firing rate and then calculated the number of Purkinje cells in this volume. 

We first performed a series of experiments as in ref. 7 using freshly dissected hemisectioned 

cerebellum maintained in saline and embedded in 2% agarose gel to hold the surface horizontal. An 

opening in the agarose gel surrounding the tissue was made around CrusII to bring an optical fiber 
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next to the cerebellar surface. The optical fibers (100 μm core 0.22 NA and 600 μm core 0.37 NA) 

were positioned against the pia in a plane parallel to the section and with a distance and angle 

relative to the surface as in the in vivo CN recordings (Fig. 3) and evoked CS experiments (Fig. 4 A–D). 

The cut surface was imaged from the top using a CCD camera; this measure provides a coarse 

estimate of the power density distribution in the depth of the cerebellar cortex. Series of images 

were collected while the optical fiber was translated vertically to change the distance between the 

axis of the fiber and the plane of the section (Fig. S5), thus exploring the lateral extension of the 

power density profiles. 

We then estimated the volume receiving enough light to activate Purkinje cells (i.e., irradiances ≥ 2 

mW/mm2) in experiments aimed at studying the nuclear and olivary responses (Figs. 3A and 4A). For 

irradiance of 20 mW/mm2 at the fiber tip (intensity used for mapping the CN responsive area and 

mean intensity in the study of olivary disinhibition), we identified on all images the pixels with 

intensities above 10% of the intensity of the brightest pixel immediately underneath the fiber. (This 

provides probably an overestimation of the volume because, for this brightest pixel, the irradiance is 

probably lower than the irradiance at the fiber tip, and thus the 10% threshold corresponds to an 

even lower irradiance threshold.) For the 100-μm fiber, this volume has a roughly conical shape, with 

a maximal width of 360 μm in the transverse direction and 800 μm in the sagittal direction. For the 

600-μm fiber, we found a roughly spherical volume with a diameter of 1,300 μm. Purkinje cells are 

organized in layers that are intersecting these volumes. For planar layers, this intersection will have 

an elliptic surface of at most 0.2 mm2 for the 100-μm fiber, and a circular surface of at most 1.3 mm2 

for the 600-μm fiber. In the mouse, the total surface of the Purkinje-cell layer has been estimated to 

190 mm2 (8) or 80 mm2 (9). According to these authors, the patch of activated Purkinje cells will 

represent 0.1–0.25% (respectively 0.7–1.6%) of the total Purkinje-cell layer surface when using a 100-

μm (respectively 600 μm) optical fiber. Using a density of Purkinje cell of 1,018 per mm2 [Napper and 

Harvey (10)], this estimation would yield 200 Purkinje cells per layer for the 100- μm fiber and 

1,300 Purkinje cells per layer for the 600-μm fiber at 20 mW/mm2. For irradiance of 60 mW/mm2 

(used to study CN responses), the volume receiving enough light to activate Purkinje cells had a radial 

extension of 1 mm and maximal depth of 1.5 mm (with thus 3,000 Purkinje cells per layer 

activated), whereas the volume exposed to intensities above 10 mW/mm2 (which provides a 

conservative volume where depolarization block may occur) has a radial extension of 450 μm and 

maximal depth of 750 μm, and thus represents only 10% of the activated volume. The 60 mW/mm2 

condition will thus increase the volume stimulated by a factor of 5 compared to the 20 mW/mm2 

condition. 

Because we computed the widest intersection of a planar Purkinje cell layer, these numbers provide 

only order-of-magnitude estimates and not accurate numerical predictions; depending on the 

recording site, the topology of the lobule may bring one or two layers within the photostimulated 

volume. Therefore, we may consider that with a 100-μm fiber, we will activate 200–500 Purkinje cells 

whereas these numbers may be closer to 1,000–3,000 Purkinje cells with a 600-μm optic fiber at 20 

mW/mm2 and 5,000–10,000 Purkinje cells at 60 mW/mm2. 

CN Data Analysis. Single units were isolated as described previously (4, 11). Briefly, spikes were 

detected by thresholding of a highpass filtered version (1 kHz) of the continuous recording, and the 

main parameters of their waveforms were extracted. The data were then hand clustered by polygon-

cutting in 2-dimensional projections of the parameter space using Xclust (Matt Wilson, 
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Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, MA). The quality of clustering was evaluated by 

inspecting the autocorrelograms of the units. To assess the presence of inhibition and to quantify its 

intensity, we applied more than 150 light pulses of various durations and intensities at 1 Hz or 0.3 Hz. 

Peri-stimulus-histograms (PSTHs) with bins of 2 ms were constructed. The latency to full inhibition 

corresponded to the time to the first empty bin after light onset, and the duration of full inhibition 

was obtained by counting the empty bins during or immediately after the light pulse. The 

instantaneous frequency was computed for each time bin (5 ms) by computing the geometric mean 

of the inverse of the interspikes interval that preceded all of the spikes occurring within this time bin. 

The ability of rhythmic trains of light pulses to constrain the firing of CN units is reflected by the 

presence of oscillations in the PSTHs during the stimulation. We therefore computed the power 

spectral density of PSTHs from experiments with 20 pulses of 12 ms and irradiance of 16.6 mW/mm2 

at 20 Hz/30 Hz; the peak value in the spectrum was normalized to the total power in the 0- to 100-Hz 

window. 

Statistical Analysis. Means are given ± SD in the text unless otherwise stated. See figure legends for 

statistics in figures. Significance levels are indicated in figures as follows: (*) P < 0.05, (**) P < 0.01, 

(***) P < 0.001. The parameters (onset, offset, response rate) of the light-evoked CSs were obtained 

from the density of spikes convolved with a Gaussian kernel with a 20-ms variance; this convolution 

provides a curve similar to a peristimulus histogram with bin 20 ms; the baseline average (1 s before 

stimulation) was substracted from the spike density and the result was divided by the SD of the 

baseline. Significant departure from baseline over a search period T was detected when this 

studentized spike density departed by more than a zscore critical value corresponding to P = 

0.05/(T/bin). We used a search period starting at light onset and ending 250 ms after the light offset. 

The response rate is defined as the number of CS observed during the identified time interval of 

significant deviation from baseline, divided by the number of trial. For the study of the dependence 

of the timing of CSs to the recent history of CS firing (Fig. 4D), we constructed, for each cell in which 

CS frequency was above 0.1 Hz and for which at least 20 lightevoked CS were recorded, a PSTH 

aligned to the first CS response in each trial (with a response). Shuffled PSTHs were obtained by 

shifting each trial with a random number in the interval (−0.3; 0.3) ms. The average PSTHs were then 

compared with the average of 300 shuffled PSTHs. 

Immunochemistry. Mice were perfused with 4%paraformaldehyde, and their brains were postfixed 

in 4%paraformaldehyde overnight. Sagittal Slices of 35 μm thickness were cut with a vibratome (Leica 

VT1000). Sections were washed three time with PBS and nonspecific staining was blocked for 24 h 

using PBS contaning 1% BSA, 4% normal goat serum, and 0.5% triton. Slices were incubated for 48 h 

at 4 °C with the following antibodies: mouse anticalbindin monoclonal antibody (1:1,000; Sigma 

Aldrich) and rabbit anti-GABA polyclonal antibody (1:1,000; Sigma Aldrich). Then sections were 

washed with PBS (5 × 10 min) and incubated for 2 h at room temperature with Alexa Fluor 633-

conjugated goat anti-rabbit antibody (1:500; Invitrogen) and Alexa Fluor 555- conjugated goat anti-

mice antibody (1:500; Invitrogen). 
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DONNEES COMPLEMENTAIRES A L'ARTICLE 

1. L'ACTIVATION DE LA VOIE OLIVO-CORTICALE N 'AFFECTE PAS LA MORPHOLOGIE DES CS 

 La forme d'un CS et la longueur de la pause SS sont dépendants du nombre de potentiels 

d'actions arrivant, sous forme de burst, par la fibre grimpante (Mathy et al., 2009). Afin d'évaluer si le 

recrutement de la voie cortico-nucléo-olivaire influence le type de CS émis dans le cadre du 

"rebond", nous avons comparé la morphologie de ces derniers avec celle de l'activité CS basale de la 

cellule enregistrée. La forme moyennée des CS émis dans la seconde précédant la stimulation a été 

comparée à celle des CS induits entre 50 et 200 ms (fenêtre dans laquelle le CS est évoqué) après le 

début de la stimulation (figure 30A). Les neurones présentant moins de 20 CS pour une des deux 

conditions - avant vs après - n'ont pas été inclus dans la figure. Ainsi, l'amplitude du premier 

potentiel d'action est identique dans 13 cas sur 16 ; le nombre de spikelets ne change pas dans 12 cas 

sur 16 ; la durée et l'amplitude des spikelets sont semblables dans 11 cas sur 16. L'observation des 16 

cellules permet donc de conclure qu'il n'y a pas de changement majeur de la morphologie des CS 

émis lors du recrutement de la voie olivo-nucléaire faisant suite à une stimulation des cellules de 

Purkinje (figure 30B). 

 

2. CORRELATION NEGATIVE DES ACTIVITES SS  ET CS 

 Les données de la littérature font état d'une corrélation négative entre les fréquences des SS 

et des CS. Afin de vérifier ces informations, nous avons comparé la fréquence de ces deux types de 

décharges pendant les périodes sans stimulation (1 à 5 min). Il apparait que l'activité SS et CS des 

cellules de Purkinje est anticorrélée (figure 31). En revanche, il est possible d'observer une activité 

relativement basse pour les SS et les CS d'une même cellule de Purkinje. 

 

3. EXISTENCE DE CELLULES DE PURKINJE "S ILENCIEUSES" 

 Les enregistrements juxta-cellulaires in vivo ont permis de révéler l'existence de cellules de 

Purkinje ayant de longues périodes d'inactivation de la décharge SS (de 1 min à plus de 20 min ; 

figure 32A). Ces cellules ont pu être observées par l'enregistrement de leur activité CS. Nous avons 

également pu constater l'existence de cellules n'ayant aucune activité CS en plus de cette absence de 

SS. Ces neurones ont pu être identifiés comme étant des cellules de Purkinje par l'induction d'une 

activité SS temporaire lors de stimulations lumineuses des ChR2 (figure 32B). Ces observations 

restent cependant à considérer dans le cadre de l'anesthésie à l'uréthane qui influence 

potentiellement ce type d'activité. 
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 La création des lignées exprimant la ChR2(H134R) dans les cellules de Purkinje avait pour but 

initial le développement d'un outil permettant le contrôle de l'unique voie de sortie du cortex 

cérébelleux. Le premier objectif déclaré de ma thèse a donc été le développement des outils 

d'optogénétiques dans le but de répondre à deux questions : 

� Comment les neurones des noyaux cérébelleux intègrent-ils l'information provenant des 

cellules de Purkinje d'un module cortical défini ? 

� Comment la perturbation locale et temporelle de l'activité de décharge des cellules de 

Purkinje effectuée pendant un test comportemental peut-elle porter atteinte aux 

apprentissages moteurs relatifs à cette tâche ? 

 Les résultats initiaux ont généré une question supplémentaire sur la fonctionnalité des 

collatérales des cellules de Purkinje ainsi que la nécessité de faire l'étude des noyaux cérébelleux in 

vivo et non in vitro. La première partie de ma thèse est ainsi consacrée à la caractérisation des souris 

transgéniques ainsi qu'au développement des enregistrements in vivo. La question de la modulation 

des noyaux cérébelleux a ensuite été traitée dans le cadre de la boucle olivo-cortico-nucléaire. La 

discussion qui va suivre s'intéresse donc majoritairement au contrôle de l'olive inférieure par le 

cortex du cervelet ainsi qu'à ses fonctions potentielles dans les processus cérébelleux. Une 

interprétation des résultats préliminaires sera également proposée à la fin de cette partie. 

 

CONTROLE DE L'ACTIVITE OLIVAIRE PAR LES CELLULES DE PURKINJE 

 Notre étude de l'organisation modulaire des circuits cérébello-olivaires est basée sur 

l'utilisation d'une lignée de souris exprimant la protéine de fusion ChR2(H134R)-YFP spécifiquement 

dans les cellules de Purkinje. La caractérisation électrophysiologique de cette lignée montre que les 

effets induits par l'activation des ChR2 lors de stimulations lumineuses sont reproductibles (Berndt et 

al., 2011; Zhao et al., 2011). L'intensité des courants entrants - observée en voltage clamp - et la 

fréquence de décharge des SS - observée en current clamp sur tranche et en juxta-cellulaire in vivo - 

sont dépendantes de l'accroissement de puissance de la stimulation lumineuse. L'expression des 

ChR2(H134R) à la membrane plasmique des cellules de Purkinje - 150 à 300 canaux par µm² (voir 

partie results de l'article) - est étonnamment forte pour une souris transgénique. Bien que cette 

expression soit intéressante pour la finesse et la sensibilité des réponses aux stimulations 

lumineuses, il a été montré qu'une trop forte densité de la ChR2(H134R) peut perturber le 

développement et la morphologie de l'axone d'un neurone (Miyashita et al., 2013). Une telle 

perturbation poserait de réels problèmes pour l'étude de la boucle olivo-cortico-nucléaire. 

Cependant, une atteinte fonctionnelle des cellules de Purkinje aurait probablement des 

répercussions au niveau phénotypique avec la possible induction d'une ataxie ou d'un autre 

symptôme cérébelleux. Or, l'expression de la ChR2(H134R) dans les cellules de Purkinje ne semble 

pas influencer les comportements et apprentissages moteurs de ces animaux lors de différents tests 

comportementaux effectués sur un Rotarod. 
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1. ORGANISATION FONCTIONNELLE DES EFFERENCES CEREBELLEUSES  

 L'inhibition des noyaux cérébelleux interposés induite par la stimulation des cellules de 

Purkinje situées dans Crus 1 correspond à l'organisation topographique connue de ces connexions 

(Herrero et al., 2006). Les axones des cellules de Purkinje qui convergent vers les noyaux cérébelleux 

vont contacter les corps cellulaires des neurones glutamatergiques et GABAergiques (Uusisaari and 

Knöpfel, 2011). Selon nos conditions expérimentales, un délai d'environ 20 ms est nécessaire pour 

supprimer l'activité des neurones de ces noyaux. Ce résultat reflète probablement qu'une 

sommation temporelle des entrées en plus de la forte convergence des axones de cellules de 

Purkinje sur ces neurones est nécessaire à l'induction d'une telle inhibition. 

 Nos paramètres expérimentaux ne permettent pas l'identification des neurones enregistrés 

dans les noyaux cérébelleux. La variation des résultats peut donc potentiellement provenir de 

différences dans les populations de neurones enregistrés. L'existence d'un rebond d'excitation 

observé après une pause de la décharge des noyaux cérébelleux (Aizenman and Linden, 1999; 

Tadayonnejad et al., 2010) ne représente que 10 % des neurones enregistrés dans notre étude. Bien 

que nos résultats soient en accord avec certains travaux récents faits in vivo (Alviña et al., 2008; 

Bengtsson et al., 2011), il est possible que cette faible proportion de rebonds excitateurs dépende de 

l’utilisation d’une anesthésie à l'uréthane. Des expériences supplémentaires permettant 

l'identification des neurones des noyaux cérébelleux et idéalement des enregistrements chez l'animal 

éveillé seraient nécessaires pour statuer sur la présence et la localisation d'un tel phénomène à la 

suite d'une stimulation lumineuse des cellules de Purkinje. 

 Il existe deux voies de projections majeures des noyaux cérébelleux vers l'olive inférieure. La 

voie directe est constituée des axones des neurones GABAergiques qui contactent les dendrites des 

cellules olivaires. C'est l'inhibition de cette voie qui est impliquée dans la régulation des rebonds CS. 

La seconde voie, indirecte, effectue un relais excitateur dans les noyaux de la jonction méso-

diencéphalique avant de projeter sur l'olive inférieure (Ruigrok and Voogd, 1995; Teune et al., 2000). 

Lors d'une stimulation des cellules de Purkinje, le rebond d'activité CS se fait alors que les neurones 

de projections glutamatergiques constituant la voie indirecte sont toujours inhibés. La production 

d'un rebond CS est donc contrôlée par une levée d'inhibition sur l'olive inférieure et non par une 

entrée excitatrice. Les neurones de projections Glycinergiques (Chen and Hillman, 1993; Bagnall et 

al., 2009) pourraient être impliqués dans ce rebond CS, mais le manque d'information concernant 

leur zone de projection à partir des noyaux interposés rend toute interprétation complexe. Il semble 

cependant que les efférences de ces neurones soient dirigées ipsilatéralement, rendant peu probable 

leur intervention dans la modulation de l'olive controlatérale. 

 L'implication de la boucle olivo-cortico-nucléaire dans le contrôle de l'activité CS a été 

suggérée par Miall et collègues sur la base d'études effectuées chez le primate (Miall et al., 1998). Ils 

estiment ainsi qu'une augmentation de l'activité SS doit pouvoir induire un CS selon un délai 

d'environ 150 ms. Cependant, ils ne font pas l'hypothèse que ce contrôle s'effectue au sein d'une 

boucle topographiquement organisée. 
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2. ORGANISATION TEMPORELLE DU REBOND CS 

 La latence du rebond CS d'environ 100 ms peut paraitre longue pour un circuit myélinisé 

n'impliquant que 3 synapses. Nous avons déjà décrit que l'inhibition des noyaux cérébelleux par la 

stimulation des cellules de Purkinje nécessite approximativement 20 ms. Cette latence n'étant pas 

suffisante pour expliquer le délai total, nous proposons que ce dernier soit majoritairement 

dépendant des propriétés d'intégration et de transmission de l'information au niveau des neurones 

de l'olive inférieure. 

 La libération GABAergique asynchrone de la voie nucléo-olivaire semble ralentir la 

transmission du signal provenant des noyaux cérébelleux et ainsi participer au maintien d’une 

inhibition soutenue par ces derniers sur l'olive inférieure (Best and Regehr, 2009; Bazzigaluppi et al., 

2012). Dans ce contexte, les suppressions d'activités courtes des noyaux cérébelleux pourraient être 

filtrées au niveau de la synapse nucléo-olivaire, ce qui expliquerait que les stimulations inférieures à 

35 ms ne parviennent pas à induire un rebond d'activité des CS. 

 La voie nucléo-olivaire, via son action de découplage des gap junctions (De Zeeuw et al., 

1998; Yarom and Cohen, 2002), joue également un rôle majeur dans la régulation des phénomènes 

oscillatoires de l'olive inférieure et dans la synchronisation de la décharge des neurones olivaires 

(voir figures 19 de l'introduction) (Lang et al., 1996). Ainsi, l'inhibition de cette voie favorise 

l'émission et la synchronisation des CS (Welsh and Llinás, 1997; Marshall and Lang, 2009). De plus, le 

déclenchement des potentiels d'actions olivaires est dépendant de la phase de l'oscillation 

membranaire, induisant ainsi une fluctuation des réponses pour une même stimulation (voir figures 

20 de l'introduction). Ces phénomènes d'oscillations participent donc à la variabilité temporelle du 

déclenchement des rebonds CS. Les oscillations olivaires n'ont, à ma connaissance, pas fait l'objet 

d'étude chez la souris anesthésiée à l'uréthane. Nos résultats suggèrent une oscillation membranaire 

des cellules olivaires à 4 Hz qui est cohérente avec les gammes de fréquences observées pour 

d'autres anesthésiques (Bazzigaluppi et al., 2012). Cependant, ces estimations nécessitent 

d'enregistrer un très grand nombre de CS ce qui, au vu de leur faible décharge spontanée, est 

expérimentalement très contraignant. Une perspective d'étude permettant d'affiner ces résultats 

serait d'enregistrer l'activité oscillatoire olivaire en parallèle du rebond de CS. Les difficultés 

techniques de cette étude résideraient au niveau de la précision stéréotaxique nécessaire à 

l'enregistrement simultané des neurones olivaires et des cellules de Purkinje topographiquement 

contactées par ces derniers. 

 

3. ORGANISATION TOPOGRAPHIQUE DE LA BOUCLE  

 Nos résultats montrent que l'inhibition des noyaux cérébelleux est perdue lors du 

déplacement de la stimulation des cellules de Purkinje - via une fibre optique - vers un autre lobule. 

De plus, le même type de protocole appliqué aux expériences sur les rebonds CS aboutit à la perte de 

ce phénomène conjointement avec la disparition de la réponse SS de la cellule enregistrée (voir 

figure 4E de l'article). Ces résultats suggèrent donc que la boucle fermée cortico-nucléo-olivaire suit 

une organisation topographique et fonctionnelle. 
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 Cependant, les stimulations effectuées par l'utilisation de fibres optiques n'ont pas une 

bonne résolution spatiale et présentent des limites techniques relatives au contrôle de la diffusion de 

la lumière. De plus, la pénétration de la lumière bleue - 460 nm - dans le tissu s'atténue rapidement, 

ne permettant pas une diffusion en profondeur. Nous avons ainsi pu évaluer que les cellules de 

Purkinje sont stimulées sur un volume d'environ 300 µm de diamètre. Cette résolution est proche de 

la taille des zones parasagittales décrites dans la voie olivo-cortico-nucléaire (Voogd, 1964; Sugihara 

and Shinoda, 2004; Schonewille et al., 2006). Cependant, une organisation plus fine des afférences 

grimpantes existe sous la forme de microzones (voir "Partie III 2.2" de l'introduction). L'étude de ces 

dernières montre que les CS qui y sont enregistrés répondent aux mêmes stimulations périphériques 

(Schonewille et al., 2006) et présentent une activité spontanée fortement synchronisée (Ozden et al., 

2009; Ghosh et al., 2011). Ces expériences suggèrent l'existence d'une organisation anatomique et 

fonctionnelle de l'olive correspondant aux microzones (Sugihara et al., 2007). Nous faisons donc 

l'hypothèse que les rebonds CS, s'ils existent chez l'animal vigile, sont probablement gérés au sein 

des microzones. Nos conditions expérimentales n'étant pas assez précises pour tester cette 

hypothèse, il faudrait développer d'autres approches permettant la stimulation spécifique d'une ou 

de plusieurs microzones. Une première possibilité serait d'utiliser des stratégies d'expression de la 

ChR2 restreintes aux cellules de Purkinje d'une seule microzone. Cette opération pourrait être 

réalisée par l'injection d'un virus transfectant la ChR2 au niveau des axones de cellules de Purkinje 

situées dans les noyaux cérébelleux (Tsubota et al., 2013). Une seconde stratégie consisterait à 

localiser les microzones qui répondent à une même entrée périphérique et d'y appliquer une 

stimulation lumineuse précise sous forme de "masque" (voir Fig. S2. et SI Methods de l'article). 

 Selon Miall et collègues, l'activité spontanée des CS aurait pour rôle de contrebalancer une 

activité SS trop élevée afin de maintenir les cellules de Purkinje dans une "gamme opérationnelle" 

d'excitabilité (Miall et al., 1998). Une perspective d'étude serait de voir si la stimulation d'une unique 

cellule de Purkinje - par l'injection de courants juxta-cellulaires - permet de modifier l'activité de 

décharge de ces CS (Houweling et al., 2010). Même si un rebond ou une augmentation de l'activité 

CS est peu probable, cette étude permettrait de montrer que le contrôle de la boucle fermée cortico-

nucléo-olivaire passe nécessairement par l'activité conjointe de plusieurs cellules de Purkinje. 

 

 S'il est évident que le cortex cérébelleux est impliqué dans le traitement de l'information 

entrant via les fibres grimpantes, le rôle et l'organisation des collatérales adressées aux noyaux 

cérébelleux par ces entrées restent à élucider. Même si nos paradigmes expérimentaux ne 

permettent pas de traiter cette question, nous pouvons tout de même faire l'hypothèse que le 

rebond de CS observé dans la cellule de Purkinje arrive également, via les collatérales des fibres 

grimpantes, aux noyaux cérébelleux (Blenkinsop and Lang, 2011). 
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FONCTIONS POTENTIELLES DE LA BOUCLE OLIVO-CORTICO-NUCLEO-OLIVAIRE 

1. PLASTICITE SYNAPTIQUE  

 L'activation de la boucle fermée cortico-nucléo-olivaire par la stimulation des cellules de 

Purkinje pourrait jouer un rôle dans l'établissement de plasticités synaptiques au niveau du cortex. 

En effet, le délai de 100 ms nécessaire au déclenchement d'un rebond CS semble parfaitement 

correspondre avec les expériences de LTD menées à la synapse entre les cellules en grain et les 

cellules de Purkinje (Wang et al., 2000; Safo and Regehr, 2008). Dans le cas de nos expériences, la 

dépolarisation des cellules de Purkinje est artificiellement induite par l'activation des ChR2. 

Cependant, chez l'animal vigile, l'unique entrée excitatrice permettant une augmentation de l'activité 

SS provient des fibres parallèles. Ainsi, l'induction, par ces dernières, d'une dépolarisation de cellules 

de Purkinje pourrait mener au déclenchement d'un CS, environ 100 ms après cette entrée excitatrice. 

Cet enchainement aurait pour conséquence la mise en place d'une LTD au niveau des synapses grain-

Purkinje à l'origine de ce processus. L'induction d'une telle LTD aboutirait à la diminution du poids de 

ces entrées réduisant ainsi la probabilité de déclencher un nouveau CS. 

 Cette hypothèse peut être testée par l'utilisation de stimulations des fibres parallèles couplée 

à l'enregistrement d'une cellule de Purkinje in vivo. De telles stimulations doivent induire une 

augmentation de l'activité SS de la cellule enregistrée. Le déclenchement d'un CS par cette décharge 

SS pourrait ainsi induire un processus de LTD aux synapses recrutées. La répétition de ce protocole 

devrait mener à une diminution, voire une disparition, de l'effet de la stimulation sur l'activité SS de 

la cellule enregistrée.  

 Suivant le même principe, l'induction d'un CS par une forte entrée provenant des cellules 

granulaires pourrait, via la diffusion du glutamate (Szapiro and Barbour, 2007), induire une plasticité 

au niveau des interneurones contactés par ces mêmes fibres parallèles (Rancillac and Crépel, 2004). 

La LTP ainsi induite aurait pour conséquence une augmentation de l'inhibition des cellules de 

Purkinje diminuant ainsi la probabilité d'occurrence d'un rebond CS. L'étude de cette synapse in vivo 

est probablement plus complexe, car elle nécessiterait l'enregistrement de l'activité CS des cellules 

de Purkinje voisines de l'interneurone étudié. 

 

2. APPRENTISSAGES ET MODELES INTERNES  

 Lors d'un conditionnement Pavlovien de fermeture de la paupière, le SI promeut l'acquisition 

de la réponse conditionnée par l'activation des fibres grimpantes (Sears and Steinmetz, 1991; Mauk 

et al., 1998). Une fois l'apprentissage effectué, ces dernières ne sont plus recrutées (Hesslow and 

Ivarsson, 1996; Kim et al., 1998) suggérant la mise en place d'une plasticité. Medina et collaborateurs 

ont montré que l'acquisition et le maintien de l'apprentissage nécessitent un état élevé d'excitabilité 

de l'olive inférieure. A l'inverse, l'inhibition de cette structure empêche les apprentissages et accélère 

l'extinction (Medina et al., 2002). Le processus de LTD que nous venons de discuter permettrait 

d'expliquer la disparition du signal "d'instruction" des fibres grimpantes. En effet, l'affaiblissement 

des synapses grain - Purkinje n'induirait plus la décharge des SS à des hautes fréquences, réduisant 

ainsi la probabilité d'occurrence d'un CS via la désinhibition de la voie nucléo-olivaire (voir figure 21C 
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de l'introduction). Ainsi, la connexion GABAergique des noyaux cérébelleux vers l'olive inférieure 

jouerait le rôle de bloqueur du signal d'instruction une fois l'apprentissage moteur optimisé ou 

encore lors de l'extinction d'une tâche motrice devenue non pertinente (Andersson et al., 1988; Kim 

et al., 1988; Rasmussen et al., 2008). De plus, l'apprentissage de fermeture de la paupière est 

impossible si la latence entre le SC et le SI est inférieure à 100 ms (Mauk and Donegan, 1997). Cet 

ordre de grandeur correspond aux délais mesurés dans nos protocoles d'induction d'un CS au sein de 

la boucle cortico-nucléo-olivaire. Ce rôle des fibres grimpantes est également soutenu par des 

données issues d'autres formes d'apprentissages moteurs (Thach et al., 1992; Raymond et al., 1996; 

De Zeeuw et al., 1998; Kim et al., 1998). 

 Ces mécanismes d'apprentissages sont à la base de la formation des modèles internes 

cérébelleux ayant pour fonction de reproduire les propriétés dynamiques, sensorielles et motrices 

des différentes parties du corps (Ito, 2008). Ces modèles permettent de transformer un mouvement 

programmé en commande motrice afin d'affiner son contrôle sans nécessiter la perception d'un 

retour sensoriel. L'ajustement de ces modèles internes serait supervisé par les fibres grimpantes 

(Kawato, 1999). La boucle fermée cortico-nucléo-olivaire représente une voie de propagation 

possible des prédictions encodées par ces modèles internes dans le cortex cérébelleux. L'olive 

inférieure serait alors le lieu d'intégration conjoint de cette information corticale et des informations 

périphériques relatives à la tâche en cours. L'activité SS représenterait ainsi le signal prédictif du 

retour sensoriel (Miall et al., 1993) et de la commande motrice (Keating and Thach, 1995). 

L'hypothèse faite par Miall et collègues suggère que la prédiction provenant du cortex cérébelleux 

est retardée afin d'être synchronisée avec le retour arrivant dans l'olive inférieure. Ils estiment ainsi 

que, dans l'exécution des mouvements oculaires chez le primate, l'augmentation de SS - symbolisant 

l'intervalle de prédilection - devrait être de 150 ms (Keele and Posner, 1968; Miall et al., 1998). Cette 

prévision est comparable aux délais que nous avons décrits pour la transmission de l'information 

corticale vers l'olive inférieure dans l'étude des rebonds d'activité CS. 

 

3. PROPOSITION D 'UN MODELE  

3.1. Divergence et convergence de l’information cérébelleuse  

 L’axone d’un neurone olivaire se projette sous forme de fibres grimpantes réparties dans 

plusieurs lobules cérébelleux d’une même zone longitudinale. Cette division morphologique crée une 

divergence de l’information olivaire au niveau cortical (figure 37Ai). Les cellules de Purkinje ciblées 

par ce neurone olivaire projettent vers les mêmes neurones des noyaux cérébelleux, créant ainsi une 

convergence de l’information. La structuration en zones, microzones et boucle fermée olivo-cortico-

nucléaire implique que ce phénomène de divergence/convergence se fait de manière organisée au 

sein des différentes subdivisions anatomiques de ces trois structures (figure 37Aii). 

 Suivant le même principe, l’information provenant des fibres moussues est également 

divergente au niveau du cortex cérébelleux. Cependant, l’organisation de ces dernières se fait aussi 

bien dans le sens parasagittal que médio-latéral (figure 38A). De plus, les informations moussues 

sont relayées par les fibres parallèles et les interneurones du cortex cérébelleux qui modulent à leur 
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tour l’activité des cellules de Purkinje. La convergence des informations moussues vers les noyaux 

cérébelleux semble donc moins évidente que pour les fibres grimpantes. 

 

3.2. Modulation de l’activité des cellules de Purkinje par les entrées moussues 

 L’entrée de plusieurs fibres moussues va, par la stimulation des réseaux de neurones 

corticaux, moduler la fréquence des décharges SS des cellules de Purkinje. L’activation des cellules de 

Purkinje va ainsi majoritairement dépendre de la transmission des informations moussues par les 

cellules en grain : 

� Selon un premier point de vue, les fibres parallèles des cellules en grain activent les cellules 

de Purkinje qu’elles traversent dans le sens médio-latéral (Braitenberg and Atwood, 1958; 

Eccles et al., 1967). L’activation de ces faisceaux de fibres parallèles par des entrées 

moussues différentes pourrait ainsi aboutir à l’augmentation SS de cellules de Purkinje 

situées vers les zones de convergence des informations ainsi relayées (figure 38Bi). 

� Selon un second point de vue, les fibres moussues, arrivant dans le cortex cérébelleux sous 

forme de patches, activent principalement les cellules de Purkinje situées au dessus de ces 

zones de projections (Shambes et al., 1978b; Bower et al., 1981; Ekerot and Jörntell, 2001). 

Dans ce contexte, l’activation d’un même patch par plusieurs fibres moussues aboutirait à 

une augmentation locale de l’activité SS des cellules de Purkinje (figure 38Bii). 

 Nous proposons, quelle que soit l’hypothèse retenue, que des combinaisons d’entrées 

moussues aboutissent à l’augmentation de l’activité de décharge SS de cellules de Purkinje situées 

dans une même zone/microzone (entourée en vert dans les figures 38Bi et Bii). Ainsi, un ensemble de 

cellules de Purkinje pourrait être activé par la combinaison de différentes voies des fibres moussues. 

La variation de ces combinaisons permettrait le recrutement de différents groupements de cellules 

de Purkinje. 

 

3.3. Modulation locale des plasticités corticales  

 Les cellules de Purkinje ainsi recrutées pourraient, par l’inhibition de la voie nucléo-olivaire, 

augmenter le niveau d’excitation de l’olive inférieure facilitant de la sorte l’émission d’un rebond CS 

dans la zone/microzone correspondante (figure 38C). Le délai de 100 ms entre l’augmentation de 

l’activité SS et le déclenchement du CS indique que la répétition de cette opération devrait induire 

une LTD au niveau de ces synapses grain-Purkinje (entourées en vert clair figure 38D). La précision de 

ce processus hypothétique est intéressante car, seules les synapses ayant étés impliquées dans 

l’activation de la voie cortico-nucléo-olivaire seront déprimées. Ce modèle permettrait donc 

d'expliquer comment des informations divergentes peuvent être impliquées dans la mise en place de 

plasticités locales. 

 En plus des connexions GABAergiques nucléaires, l’activité de l’olive inférieure est 

dépendante des afférences extra-cérébelleuses. Ce sont la sommation et la synchronisation de ces 2 

types d'informations au niveau de l’olive inférieure qui facilitent ou non l’émission d’un potentiel 
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d’action (in fine un CS). L’activation synchrone de ces deux entrées olivaires pourrait se faire sous 

contrôle des modèles internes cérébelleux. Ainsi, la diminution d’activité des afférences excitatrices 

olivaires chez l’animal anesthésié pourrait expliquer que l’émission d’un rebond CS ait nécessité des 

stimulations massives de cellules de Purkinje dans nos conditions expérimentales. Cependant, chez 

l'animal éveillé, la sommation des activités du cortex cérébelleux sous contrôle des modèles internes 

(levée de l’inhibition olivaire) et des retours sensoriels (excitation olivaire) va faciliter l’émission d’un 

potentiel d’action olivaire dans des gammes d'activités beaucoup plus physiologiques. Cet argument, 

même s'il reste à être démontré, va dans le sens de l'existence fonctionnelle de la boucle fermée 

olivo-cortico-nucléaire. 

 Un tel processus pourrait alors expliquer l’apparition et la diminution de l’activité CS lors d’un 

apprentissage moteur. En effet, l’inhibition pharmacologique de la voie nucléo-olivaire va faciliter 

l’acquisition et le maintien du conditionnement de fermeture de la paupière (Medina et al., 2002). 

Avec la répétition du protocole d’apprentissage, l’activité CS va induire une LTD aux synapses grain-

Purkinje. L’installation de cette dépression ne permettra plus l’augmentation SS impliquées dans 

l’inhibition de la voie nucléo-olivaire, réduisant ainsi la probabilité d’émission d’un CS. 

 

 

 

 

 La modulation rapide des CS par l'activité corticale générée par les fibres moussues n'a fait 

l'objet, à ma connaissance, que d'une seule publication (Miall et al., 1998). La fonctionnalité de la 

boucle fermée olivo-cortico-nucléaire amène donc une vision nouvelle sur le rôle du signal provenant 

des fibres moussues. Il est important de souligner que le modèle proposé ici est très proche des 

théories de Marr et Albus (Marr, 1969; Albus, 1971), à ceci près que le signal d’instruction provenant 

des fibres grimpantes et permettant la mise en place de plasticités est également sous contrôle des 

activités corticales cérébelleuses. 
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RESULTATS PRELIMINAIRES 

1. CELLULES DE PURKINJE SILENCIEUSES  

 Les éléments expérimentaux relatifs à un état potentiellement silencieux des cellules de 

Purkinje ne sont ni assez précis ni assez bien qualifiés à l’heure actuelle pour me permettre d'intégrer 

ces résultats dans le cadre d’une discussion développée. Cependant, si un état de "silence" total -

 aucun CS et aucun SS - existe réellement, il est probable que les recherches antécédentes n’aient pas 

pu le remarquer sans utiliser l’optogénétique. Une approche utilisant des multi-enregistrements 

permettrait de voir si la stimulation des ChR2 peut activer des cellules qui, jusque là, étaient 

silencieuses. Enfin, si les résultats sont positifs, il faudrait également essayer de les retrouver avec 

d'autres anesthésies et, idéalement, chez l'animal vigile. 

 

2. EFFET DE LA STIMULATION DES PURKINJE SUR LES AUTRES NEURONES CORTICAUX 

2.1. Collatérales des cellules de Purkinje 

 Nos résultats suggèrent l'existence fonctionnelle de collatérales des cellules de Purkinje 

dirigées vers les interneurones inhibiteurs du cortex cérébelleux. Les connexions fonctionnelles entre 

les cellules de Purkinje sont démontrées aussi bien morphologiquement que physiologiquement et 

semblent présenter des caractéristiques facilitatrices pour des intervalles de stimulations inférieurs à 

20 ms (Orduz and Llano, 2007). Les entrées ainsi produites lors de bouffées d'activité de la cellule de 

Purkinje afférente sont plus fidèles et plus importantes que celles produites par des évènements 

individuels. 

 La rapidité dans l'arrêt de la décharge des interneurones enregistrés montre que l'inhibition 

provenant des collatérales est forte en plus d'être durable. Cette constatation signifie soit que la 

synapse Purkinje-interneurone est également facilitatrice, soit que les collatérales de plusieurs 

cellules de Purkinje contactent le même neurone. Cependant, même si nous ne pouvons pas trancher 

sur ce point, il semble qu'une décharge à haute fréquence (> 150Hz) des cellules de Purkinje soit 

nécessaire à l'inhibition des interneurones. 

 Nos résultats préliminaires montrent que les interneurones de la couche moléculaire sont 

des cibles réelles des collatérales de Purkinje, confirmant ainsi des observations antérieures 

(O’Donoghue et al., 1989). Les neurones non identifiés laissent également la possibilité que les 

cellules de Golgi ou les cellules de Lugaro soient contactées par les cellules de Purkinje. L'extension 

majoritairement parasagittale des collatérales des cellules de Purkinje indique que, lors d'une 

stimulation lumineuse, l'activité des interneurones situés dans la même zone/microzone est 

fortement réduite. Dans le cas des interneurones de la couche moléculaire, de telles connexions 

auraient pour conséquence une levée de l'inhibition sur les cellules de Purkinje avoisinantes, 

facilitant la décharge collective de ces dernières au sein d'une même zone/microzones. Nous 

pouvons spéculer que ce mécanisme qui facilite la synchronisation des cellules de Purkinje pourrait 

activer la boucle fermée cortico-nucléo-olivaire et permettre ainsi l'émission d'un rebond CS. 
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 L'étude de la fonctionnalité des collatérales par des enregistrements juxta-cellulaires in vivo 

présente l'avantage de la préservation du circuit. Cependant, l'activité de décharge d'une cellule 

n'est probablement pas le meilleur critère pour définir les caractéristiques de ces connexions. De 

plus, l'identification des neurones ciblés par les collatérales est centrale dans le traitement de cette 

question. Les difficultés que nous avons rencontrées lors des remplissages cellulaires ou des 

révélations au cours de nos expériences nous invitent à envisager un changement de stratégie 

expérimentale. Il serait probablement plus intéressant de procéder à des enregistrements 

intracellulaires in vivo ou encore d'étudier les connexions sur les interneurones en configuration 

patch clamp sur des tranches aiguës de cervelet, plus simple techniquement, mais ne permettant pas 

facilement la préservation du circuit. 

 L'étude des collatérales entre les cellules de Purkinje par l'utilisation de l'optogénétique est 

complexe techniquement car l'effet de la stimulation des ChR2 rend la détection d'événements 

inhibiteurs difficile et l'examen des variations de l'activité SS impossible. 

 

2.2. Activations lentes d'autres types neuronaux 

 La stimulation des cellules de Purkinje a également permis l'observation de phénomènes plus 

lents correspondant à des rebonds d'activités des neurones enregistrés. Ces neurones présentent 

une activité de décharge basale inférieure à 5 Hz (voir figure 36 des résultats) indiquant qu'ils sont 

probablement différents des cellules rapidement inhibées qui elles, déchargent spontanément à 30 - 

40 Hz (voir figure 35 des résultats). Le délai temporel des réponses indique l'activation probable d'un 

circuit poly-synaptique passant possiblement par des structures extra-cérébelleuses, ce qui rend 

toute interprétation complexe. 

 Il est probable que l'étude de ce phénomène ne puisse se faire que dans le cadre 

d'expériences réalisées in vivo, rendant nécessaire le remplissage de ces neurones. Cependant, 

même si nous parvenons à identifier ces cellules, l'origine de l'excitation restera complexe à 

déterminer. 
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GENOTYPAGE DE LA LIGNE U 126 (YFP – CHR2) 

 

1
ère

 étape : 

- Digestion : 

* Ajout de 100 µL de NaOH 25 mM dans les Eppendorfs contenant les fragments de queue 

* Incubation 1h / 1h15 à 98° dans un bain marie à sec (marche aussi avec bain marie classique) 

� Attention, si les Eppendorfs sont de mauvaise qualité, il est préférable de percer un petit trou afin 

d’éviter que les bouchons ne sautent sous la pression. 

- Arrêt de la digestion : 

* Ajout de 100 µL de Tris-HCl 40 mM dans les Eppendorfs 

* Vortexez puis centrifugez à 13000 tour/min pendant 10 min à température ambiante. 

 

 

2
ème

 étape : amplification de la séquence d’intérêt 

� Utilisation des amorces ChR2 U123 / U 126 (L7Ven-F / ChR2-RI ou pBAC108L-RI / pBAC108L-F 

� Taq DNA Polymérase provenant de ‘‘invitrogen’’ Cat no. 18038-042 

� 100 mM dNTP Set provenant de ‘‘invitrogen’’ Cat no. 10297-018 

� Toutes les opérations concernant le Mix avant le début de la PCR doivent se faire dans un bac de 

glace. Les dNTP et la Taq sont sensible à la chaleur. 

� Aliquoter les dNTP par 10 ou 20 µL (ça supporte mal les décongélation/recongélation) 

� Pour les primers (séquences, aliquotage, etc.) cf feuille ‘‘invitrogen’’ en PJ du mail. 

Préparation du Mix pour PCR 

Volume en µL 

Mix 1 tube 10 tubes 20 tubes 25 tubes 30 tubes 46 tubes 

Tampon 10X 2,5 25 50 62,5 75 115 

dNTP 0,5 5 10 12,5 15 23 

primer 5' - 3' 0,5 5 10 12,5 15 23 

primer 3' - 5' 0,5 5 10 12,5 15 23 

MgCl2 (50mM) 1,5 15 30 37,5 45 69 

H2O Sigma 17,3 173 346 432,5 519 795,8 

Taq 0,2 2 4 5 6 9,2 

Total 23 230 460 575 690 1058 

 

* Remplir les puits de PCR avec : 23 µL du Mix puis 3 µL d’ADN (respecter cet ordre, c’est plus simple pour 

déposer l’ADN et ça permet de remplir tous les puits de Mix avec une seule pointe � attention de bien changer 

de pointe à chaque fois pour tout ce qui touche l’ADN. 

* Nous utilisons les tubes : PCR tube Strips 0,2 mL de chez Eppendorf 

* Mettre les puits dans le termocycleur (chez nous = Eppendorf : Mastercycler gradient) 

* Lancer le programme suivant : 

1. T = 94° - 5 min (une fois) 

2. T = 94° - 30 s 

3. T = 60° - 30 s 

4. T = 72° - 30 s 

5. Répéter 30 fois le cycle 2. - 3. - 4. 

6. T = 72° - 10 min (une fois) 

7. fin du protocole : T = 4° - durée infinie 

Rq : Il est indiqué avant le début du programme de la machine LID = 98°. Je ne sais pas encore à quoi cela 

correspond. Je vous tiens au courant dès que je sais. 



 

3
ème

 étape : Migration 

 

- Préparation du Gel d’agarose 0.8 - 1 % : 

* dilution de l’agarose (UltraPure Agarose Cat no. 16500-500 ‘‘invitrogen’’) dans du TAE 1X 

� La recette du TAE est en pièce jointe du mail. 

* Dilution de l’agarose dans le TAE en chauffant la solution au micro-onde 

* Ajouter le SYBR Safe DNA gel stain (‘‘invitrogen’’ S33102) au 1/5000
ème

  

 Rq : ça marche aussi bien (voir mieux) avec du BET au 1/20000
ème 

 Rq2 : Refroidir un peu la solution avant d’y mélanger le SYBR et/ou le BET
 

* adaptez la quantité de gel en fonction du volume des cuves. 

* attendre que ça ai refroidi pour enlever les peignes. 

 

- Migration des échantillons : 

* déposez 3-6 µL de matériel génétique (en fonction de la taille des puits) en y ajoutant préalablement du 

loading buffer (je n’ai pas les références de celui qu’on utilise et je ne sais pas à combien il est dilué… mais à 

priori, ça n’a que peu d’importance). 

* faire migrer à 75 V pendant 15 à 20 min (ma cuve étant relativement basique, je n’ai pas l’intensité qui est 

indiquée). A ce niveau, c’est relativement simple de trouver ses propres réglages. 

* par précaution nous utilisons un DNA ladder pour voir si les bandes observés sont bien les amplifications des 

séquences d’intérêt et pas les résidus des primers. New England BioLab : 2-Log DNA Ladder (1µg/lane) 

* faire une photo du GEL sous lampe UV 

 

 

Remarques générales : 

- Pensez, de temps en temps, à aliquoter des témoins positifs et négatifs en prélevant les échantillons 

directement après l’arrêt de la digestion (stockage à -20°) 

- De manière générale, prendre les précautions nécessaire afin d’éviter toutes contaminations d’un échantillon 

par un autre (surtout avant la PCR). 

- Etant donné que l’intercalant (SYBR ou BET) migre dans le sens inverse de l’ADN, il ne faut pas faire migrer 

trop longtemps au risque de ne plus voir le marquage, alors qu’on voit encore une bonne parti du DNA ladder 

(surtout que dans notre cas, la séquence multipliée est petite) 



 



 

RESUME 

 

 Le cervelet joue un rôle fondamental dans la coordination, l'ajustement, la planification et 

l'automatisation des mouvements, dans la modulation des réflexes ou encore dans certaines fonctions 

cognitives. Pour ce faire, il va collecter des informations motrices et sensorielles provenant aussi bien du cortex 

cérébral que du reste du corps. Ces informations sont relayées vers le cortex et les noyaux cérébelleux via les 

fibres grimpantes et les fibres moussues. 

 Les fibres grimpantes, projetant depuis l'olive inférieure, convoient des signaux sensori-moteurs 

impliqués dans certains apprentissages et dans la régulation temporelle des activités cérébelleuses. Ces 

processus jouent un rôle modulateur de la décharge et des plasticités des cellules de Purkinje cérébelleuses. 

Ces dernières ciblent les noyaux cérébelleux qui représentent l'unique sortie du cervelet. Les efférences de ces 

noyaux cérébelleux incluent une projection GABAergique dirigée sur l'olive inférieure. Ainsi, les connexions 

entre l'olive inférieure et le cervelet constituent potentiellement une boucle fermé olivo-cortico-nucléaire. 

 Sur la base de ce constat anatomique, nous avons fait l'hypothèse qu'un regroupements de cellules de 

Purkinje puisse contrôler la décharge de ses propres afférences grimpantes. Pour cette étude, en utilisant des 

enregistrement électrophysiologiques in vitro  et in vivo, nous avons décrit un modèle de souris génétiquement 

modifiées qui permet un contrôle spécifique de la décharge des cellules de Purkinje par l'utilisation de 

l'optogénétique. Des enregistrements des noyaux cérébelleux par l'emploi de tétrodes ont permis de 

démontrer que, lors de stimulations focales des cellules de Purkinje, une inhibition restreinte spatialement 

pouvait être observée pour un groupe de neurones des noyaux cérébelleux. Etonnamment, de telles 

stimulations entrainent également l'émission d'un signal des fibres grimpantes au niveau des cellules de 

Purkinje stimulées suivant un délai d'environ 100 ms. 

 Finalement, nos résultats démontrent que les cellules de Purkinje contrôlent de manière phasique 

leurs afférences olivaires et que ce processus pourrait participer à la régulation des apprentissages moteurs 

cérébelleux. 

 

Mots clefs : cervelet ; boucle olivo-cortico-nucléaire ; optogénétique ; cellules de Purkinje ; contrôle moteur ; 

apprentissages ; potentiel d'action complexe ; potentiel d'action simple. 
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Influence de l'activité des cellules de Purkinje 

Résumé (Français) 
 
 Le cervelet joue un rôle fondamental dans la coordination, l'ajustement, la planification et 

l'automatisation des mouvements, dans la modulation des réflexes ou encore dans certaines fonctions 

cognitives. Pour ce faire, il va collecter des informations motrices et sensorielles provenant aussi bien du 

cortex cérébral que du reste du corps. Ces informations sont relayées vers le cortex et les noyaux cérébelleux 

via les fibres grimpantes et les fibres moussues. Les fibres grimpantes, projetant depuis l'olive inférieure, 

convoient des signaux sensori-moteurs impliqués dans certains apprentissages et dans la régulation 

temporelle des activités cérébelleuses. Ces processus jouent un rôle modulateur de la décharge et des 

plasticités des cellules de Purkinje. Ces dernières ciblent les noyaux cérébelleux qui représentent l'unique 

sortie du cervelet. Les efférences de ces noyaux cérébelleux incluent une projection GABAergique dirigée sur 

l'olive inférieure. Ainsi, les connexions entre l'olive inférieure et le cervelet constituent potentiellement une 

boucle fermé olivo-cortico-nucléaire. Nos études se basent sur les enregistrements électrophysiologiques in 

vitro et in vivo de ces trois structures effectués sur un modèle de souris génétiquement modifiées qui permet 

un contrôle spécifique de la décharge des cellules de Purkinje par l'utilisation de l'optogénétique. La 

stimulation lumineuse du cortex cérébelleux de ces souris transgéniques active les cellules de Purkinje ainsi 

que la boucle olivo-cortico-nucléaire sur un délai total d'environ 100 ms. Ces résultats démontrent pour la 

première fois que les cellules de Purkinje contrôlent de manière phasique leurs afférences olivaires et que ce 

processus pourrait participer à la régulation des apprentissages moteurs cérébelleux. 

 

Mots clefs : cervelet ; boucle olivo-cortico-nucléaire ; optogénétique ; cellules de Purkinje ; contrôle 

moteur ; apprentissages ; potentiel d'action complexe ; potentiel d'action simple. 

 
 

Résumé (Anglais) 

 The cerebellum plays a fundamental role in coordination, adjustment, planning and automation of 

movements, in the modulation of reflexes and in some cognitive functions. To do this, it will collect motor 

and sensory information from both the cerebral cortex and the rest of the body. These information are 

relayed to the cortex and cerebellar nuclei via climbing fibers and mossy fibers. Climbing fibers, the 

projections from the inferior olive to the cerebellar cortex, carry sensorimotor error and clock signals that 

trigger motor learning by controlling cerebellar Purkinje cell synaptic plasticity and discharge. Purkinje cells 

target the deep cerebellar nuclei, which are the output of the cerebellum and include an inhibitory GABAergic 

projection to the inferior olive. This pathway identifies a potential closed loop in the olivo-cortico-nuclear 

network. Therefore, sets of Purkinje cells may phasically control their own climbing fiber afferents. Here, 

using in vitro and in vivo recordings, we describe a genetically modified mouse model that allows the specific 

optogenetic control of Purkinje cell discharge. Tetrode recordings in the cerebellar nuclei demonstrate that 

focal stimulations of Purkinje cells strongly inhibit spatially restricted sets of cerebellar nuclear neurons. 

Strikingly, such stimulations trigger delayed climbing-fiber input signals in the stimulated Purkinje cells. 

Therefore, our results demonstrate that Purkinje cells phasically control the discharge of their own olivary 

afferents and thus might participate in the regulation of cerebellar motor learning. 

 


