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Titre : Caractérisation de la transmission GABAergique dans le globus pallidus 
externe chez des modèles rongeurs des maladies de Parkinson et de 
Huntington 
 

Ré sumé  : 

Les ganglions de la base (GB) sont un ensemble de noyaux sous-corticaux impliqués dans 

les fonctions motrices, mnésiques et cognitives. Le globus pallidus externe (GPe) est un 

noyau GABAergique, qui tient la place de structure relais entre le striatum et le noyau sous-

thalamique au sein du réseau des GB. Les changements de mode et de fréquence de 

décharge des neurones du GPe sont connus pour être les signatures électrophysiologiques 

des maladies de Parkinson (MP) et de Huntington (MH). Dans la MP, où les concentrations 

de GABA extracellulaires sont anormalement élevées dans le GPe, il est admis que la voie 

striato-pallidale (STR-GPe) est hyperactive ce qui contribue à l’hypoactivité des neurones 

pallidaux. A l’inverse dans la MH, il est admis que l’hyperactivité des neurones du GPe est 

due à la dégénérescence de la voie STR-GPe levant la principale influence inhibitrice du 

GPe. Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans ces changements d’activité 

pallidale sont encore peu connus. Nous avons donc entrepris des expériences de biologie 

moléculaire, d’immunohistochimie et d’électrophysiologie sur tranches, afin de mieux 

caractériser l’origine des modifications de transmission GABAergique conduisant aux 

changements d’activité électrophysiologique des neurones du GPe dans ces deux 

pathologies à l’aide de modèles animaux. Mes principaux résultats montrent l’apparition 

d’une inhibition tonique dans les neurones du GPe due à un déficit de recapture du GABA 

dans la MP et une réduction précoce de la transmission synaptique GABAergique dans la 

MH. Ces résultas suggèrent que les altérations de la transmission GABAergique contribuent 

à la physiopathologie de la MP et la MH. 
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Title : Investigation of GABAergic neurotransmission in the external globus 
pallidus in rodent models of Parkinson and huntington’s diseases 
 

Abstract : 

The basal ganglia (BG) are a group of sub-cortical nuclei involved in motor, memory and 

cognitive functions. In the BG, the GABAergic external globus pallidus (GPe) holds a position 

of relay nucleus between the striatum (STR) and the subthalamic nucleus within the indirect 

pathway of the BG. Modifications of rate and pattern of activity of this nucleus are known to 

be the electrophysiological signatures of Parkinson’s (PD) and Huntington’s diseases (HD). 

In PD, hyperactivity of the striato-pallidal (STR-GPe) pathway is thought to be responsible for 

the increase of the extracellular GABAergic concentrations in the GPe and participate to the 

hypoactivity of pallidal neurons observed in experimental Parkinsonism. In contrast, during 

HD, it is recognized that the hyperactivity of GPe neurons is due to the degeneration of 

striato-pallidal neurons and thus to the reduction of the main source of pallidal GABAergic 

inhibition. However, the molecular mechanisms involved in these modifications of pallidal 

activity are not well characterized. Therefore, using PD and HD animal models, the 6-OHDA 

rodents and the R6-1 transgenic mice respectively, we have performed molecular biology, 

immunohistochemistry and electrophysiological in vitro experiments in order to better 

understand the origin of GABAergic transmission alterations leading to changes in 

electrophysiological activity of GPe neurons into these two pathologies. My main results 

show the apparition of a tonic GABAergic inhibition due to a deficit of GABA uptake in PD 

and a early stage reduction of GABAergic synaptic transmission in HD. Altogether, these 

results suggest that alterations of GABAergic transmission contribute to the pathophysiology 

of PD and HD. 
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Introdution: 



1 
 

Introduction : 

I. Les ganglions de la base: 

1. Description anatomique des ganglions de la 
base : 

Les ganglions de la base (GB) sont un ensemble de noyaux sous-corticaux impliqués dans 

les fonctions motrices, mnésiques et cognitives (Albin et al, 1989; Alexander & Crutcher, 

1990; Packard & Knowlton, 2002). Concernant en particulier le comportement moteur, les 

GB sont impliqués dans plusieurs aspects tels que la sélection et l’initiation du mouvement 

mais aussi dans la suppression d’actions indésirables (Schmidt et al, 2013). Les GB sont 

composés de 4 noyaux hétérogènes interconnectés: le néostriatum (STR), le globus pallidus 

(interne et externe, GPi et GPe), la substance noire (compacte et réticulée, SNc et SNr) et le 

noyau sous thalamique (NST) (Figure 1). Ces noyaux ont des origines embryologiques 

différentes. Alors que le striatum est d’origine télencéphalique, le globus pallidus et le noyau 

sous thalamique sont d’origine diencéphalique. La substance noire quant à elle est la plus 

grosse masse de cellules mésencéphaliques du réseau. De ce fait, ces différents noyaux ne 

sont pas composés des mêmes types neuronaux et ont, dès lors, des propriétés différentes. 

Ces noyaux sont considérés comme la partie dorsale des GB, principalement associée aux 

fonctions motrices volontaires et associatives (Albin et al, 1989; Alexander & Crutcher, 

1990). La division ventrale des GB, qui est associée aux fonctions limbiques (Packard & 

Knowlton, 2002), est composée du noyau accubens, du pallidum ventral et de la partie 

médiale du NST et de la SN.  

Le striatum est traditionnellement considéré comme la structure d’entrée des GB puisqu’il 

reçoit la majorité des afférences du réseau. Ces afférences proviennent du cortex cérébral, 

du thalamus intralaminaire, du noyau du raphé, de l’amygdale ainsi que de la substance 

noire compacte (Bolam et al, 2000). Il est divisé en deux parties chez les Vertébrés 

supérieurs, le putamen et le noyau caudé qui sont séparés par la capsule interne. Le 

striatum est principalement composé de neurones GABAergiques de projection appelés 

neurones épineux moyens ou medium spiny neurons en anglais (MSNs) (Difiglia et al, 1980 ; 

Graveland et al, 1985b) (95% des neurones striataux chez les rongeurs, 75-80% chez les 

primates) ainsi que d’interneurones GABAergiques et cholinergiques dont le rôle est de 

moduler l’activité des MSNs (Kawaguchi et al, 1995 ; Koos & Tepper, 1999 ; Lin et al, 2004 ; 

Schulz et al, 2011; Tepper & Bolam, 2004 ). Bien que les MSNs aient des propriétés 

électrophysiologiques et morphologiques relativement similaires (Parent & Hazrati, 1995a), 
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ils sont subdivisés en deux groupes en fonction de leur identité neurochimique et des 

structures sur lesquelles ils projettent. Cette dichotomie striatale est à l’origine du modèle 

anatomo-fonctionel proposé à la fin des années 1980 par Albin et collègues (Albin et al, 

1989) permettant d’expliquer le fonctionnement des GB. Le premier groupe de MSNs est 

caractérisé par l’expression de récepteurs dopaminergiques D1, de la substance P et de la 

dynorphine et projette directement sur les structures de sortie du réseau qui sont le GPi et la 

SNr. Ce premier groupe neuronal constitue la voie directe des ganglions de la base. Le 

second groupe de MSNs exprime lui les récepteurs dopaminergiques de type D2, les 

récepteurs à l’adénosine A2A et de l’enképhaline et projette sur le GPe qui relaie 

l’information via le NST jusqu’aux structures de sortie. Il constitue l’origine de la voie 

indirecte des GB. Il est à noter que chez le singe, un faible pourcentage de MSNs co-

exprime à la fois les récepteurs dopaminergiques D1 et D2 mais une telle co-expression 

n’est pas retrouvée chez la souris (Bertran-Gonzalez et al, 2010; Nadjar et al, 2006 ). La 

majorité des afférences striatales proviennent du cortex cérébral puisque chaque cellule 

striatale reçoit des projections de plusieurs millions de cellules corticales (Bolam et al, 2000). 

Le striatum reçoit également une large proportion d’entrées du thalamus intralaminaire. De 

nature glutamatergique, ces entrées corticales et thalamiques représentent 85% de 

l’ensemble des synapses striatales. L’autre entrée majeure au niveau du striatum provient 

des neurones de la SNc, aussi nommée locus niger, qui synthétise et libère de la dopamine. 

Le fonctionnement optimal du réseau des GB est sous l’action de ce neuromodulateur. La 

dopamine a des effets opposés sur les MSNs striataux en fonction des récepteurs 

dopaminergiques qu’ils expriment (Calne et al, 1979 ; Stoof & Kebabian, 1984). Les MSNs 

de la voie directe qui possèdent les récepteurs métabotropiques D1 positivement couplés à 

adénylase cyclase (AC), vont être activés par l’action de la dopamine alors que ceux de la 

voie indirecte, possédant les récepteurs métabotropiques D2, négativement couplés à l’AC, 

vont être inhibés par l’action de la dopamine (Gerfen & Engber, 1992). 

Le globus pallidus est composé de segments distincts, nommés chez les primates, globus 

pallidus externe (GPe) et globus pallidus interne (GPi). Le GPe et le GPi ont respectivement 

pour équivalent chez les rongeurs le globus pallidus (GP) et le noyau entopédonculaire (EP). 

Bien que composés tous deux principalement de neurones GABAergiques, ces deux 

segments n’ont pas les mêmes fonctions et projettent sur des structures distinctes. Le GPe 

constitue le premier noyau qui relaie l’information des neurones striataux de la voie indirecte 

et la distribue dans l’ensemble du réseau. Le GPi quant à lui est le principal noyau de sortie 

du réseau chez l’homme et envoie ses projections inhibitrices sur les noyaux moteurs du 

thalamus (les noyaux thalamiques ventrolatéraux et ventromédians) et sur le tronc cérébral 

(noyau pédonculopontin (PPN) et colliculus supérieur (CS)). Je reviendrai plus en détail sur 

le GPe dans le chapitre III de mon introduction. 
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La substance noire quant à elle est composée de la substance noire compacte (SNc) et de 

la substance noire réticulée (SNr). Ces deux parties ont des fonctions distinctes puisqu’elles 

sont composées de types neuronaux différents et ne modulent pas l’activité des mêmes 

noyaux. Alors que la SNc est composée des neurones dopaminergiques dont l’action 

majeure est de moduler les MSNs, la SNr est composée de neurones GABAergiques qui 

projettent sur les noyaux moteurs du thalamus ventrolatéraux (VL) et ventromédians (VM) 

mais aussi au niveau du tronc cérébral sur le noyau pédonculopontin (PPN) et au niveau du 

colliculus supérieur (CS) (Bolam et al, 2000).  

Le noyau sous-thalamique est un petit noyau de forme ovoïde qui a la particularité d’être la 

seule structure glutamatergique des GB. Il projette à la fois sur les structures de sorties des 

GB, le GPi et la SNr pour augmenter leur tonus inhibiteur sur le thalamus moteur mais il 

renvoie également un rétrocontrôle positif sur le GPe qui aura pour action de stimuler son 

activité. Comme il reçoit une projection directe du cortex, le NST est à la fois un noyau relai 

de la voie indirecte et aussi une structure d’entrée des GB (Bolam et al, 2000).  

 
Figure 1: Les structures des Ganglions de la base et leurs interconnections. Coupe 
coronale chez le primate à gauche et en coupe sagittale chez le rongeur à droite. GPe : Globus 
pallidus externe, GPi : Globus pallidus interne, NST : Noyau Sous-thalamique, SNc : Substance 
Noire compacte, SNr : Substance Noire réticulée (Nelson & Kreitzer, 2014). 

 

2. Fonctionnement physiologique des ganglions de 
la base 

Sur la base des données anatomiques, physiologiques et pharmacologiques obtenues chez 

l’animal et l’homme en post mortem, l’organisation anatomo-fonctionnelle des GB a été 

décrite pour la première fois par Albin (Albin et al, 1989) et est connue sous le nom de 

double circuit « direct-indirect ». Puis, Alexander et Crutcher (Alexander & Crutcher, 1990) 

ainsi que DeLong (DeLong, 1990) ont amélioré la description de ce circuit en proposant une 

organisation des GB en boucles parallèles impliquées dans le traitement de l’information à 
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plusieurs niveaux tels que la locomotion, la motivation et les émotions. Bien que les 

connaissances sur ce réseau aient largement progressées, le schéma des GB décrit 

précédemment est encore reconnu valide à l’heure actuelle. Il montre comment au sein des 

GB, les informations corticales sont traitées et transmises selon deux voies striatales 

parallèles. La mise en jeu de ces voies a des effets opposés sur le comportement moteur. La 

voie directe comprend les MSNs du striatum qui expriment des récepteurs dopaminergiques 

de type D1 (D1-MSN). Ces derniers projettent directement sur les neurones GABAergiques 

du GPi/SNr, ce qui entraîne la désinhibition du thalamus moteur et facilite ainsi l’exécution du 

mouvement. La voie indirecte comprend elle les MSNs qui possèdent des récepteurs 

dopaminergiques de type D2 à leur membrane (D2-MSN). Ils projettent majoritairement sur 

les neurones GABAergiques du GPe. Ces neurones en retour innervent indirectement les 

structures de sortie en contactant les neurones glutamatergiques du NST qui eux innervent 

les neurones GABAergiques du GPi/SNr. L’inhibition du GPe par les MSNs de la voie 

indirecte entraîne la désinhibition du NST qui va lui activer les neurones du GPi et de la SNr. 

Le thalamus moteur est donc inhibé, ce qui a pour conséquence une inhibition du 

mouvement. Les voies directe et indirecte ont donc une action opposée sur l’exécution du 

mouvement volontaire (Figure 2). Ainsi, la voie directe est aussi appelée voie « GO » 

puisqu’elle est à l’origine de l’initiation et de l’exécution du mouvement alors que la voie 

indirecte aussi appelée « NO GO » est impliquée dans la suppression des actions 

indésirables en compétition avec le programme moteur sélectionné (Frank et al, 2004, 

Schmidt, 2013 #3052). 

Récemment, le principe d’organisation du réseau des GB, proposé initialement par 

Alexander et Crutcher, a été en partie validé par des expériences d’optogénétiques in vivo 

montrant que l’activation spécifique de la voie directe favorise, chez la souris normale, le 

mouvement volontaire alors que l’activation de la voie indirecte, l’inhibe (Kravitz et al, 2010). 

Cependant, in vivo, les MSNs des voies directe et indirecte sont conjointement activés lors 

d’un acte moteur, ce qui indique que les deux voies doivent être activées de manière 

concommittante pour la sélection d’un acte moteur approprié plutôt que de manière 

séquentielle (Cui et al, 2013 ; Surmeier, 2013). Par conséquent, le fonctionnement 

physiologique de ce réseau repose sur un équilibre entre l’activité de ces deux voies et toute 

perturbation de cet équilibre a pour conséquence les troubles moteurs observés dans les 

maladies neurodégénératives telles que la maladie de parkinson (MP) ou la maladie de 

Huntington (MH). 

Bien que le fonctionnement des GB repose sur l’antagonisme entre la voie directe et la voie 

indirecte il existe une autre voie nommée « voie hyperdirecte » reliant directement le cortex 

au NST. Avec la voie hyperdirecte, le NST se positionne comme une seconde structure 

d’entrée des informations corticales au niveau des GB (Nambu et al, 2002). Les projections 

corticales et celles du NST étant glutamatergiques, une activation de cette voie va 
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augmenter l’inhibition des structures de sortie des GB (SNr/GPi) sur le thalamus (Nambu et 

al, 2002). Pour résumer, les aires motrices cérébrales et le cortex préfrontal convergent vers 

le striatum qui focalise d’une part une inhibition sur le GPi/SNr aboutissant à la levée 

d’inhibition des sorties thalamo-corticales et des réponses du tronc cérébral. C’est la voie 

directe appelée « voie GO » facilitant le mouvement. D’autre part, le striatum en inhibant le 

GPe, va favoriser l’activation du GPi/SNr. C’est la voie indirecte appelée « No GO » inhibant 

le mouvement. Parallèlement, la voie hyperdirecte ou « voie STOP » projette une décharge 

excitatrice sur le NST qui renvoie vers les structures de sortie des GB (SNr/GPi) un large 

patron d’excitation aboutissant au renforcement de l’inhibition des sorties thalamocorticales 

et des réponses du tronc cérébral. La voie « GO », plus lente mais plus puissante aboutit à 

une levée spécifique de l’inhibition sur le mouvement alors que se maintient l’inhibition des 

autres mouvements indésirables. De ce fait, la voie « No GO » serait donc principalement 

impliquée dans une meilleure sélection de l’action et une inhibition accrue des actions 

concurrentes indésirables. La voie « STOP » aboutissant à l’arret d’une action déjà 

commencée (Figure 2). 

 

Figure 2: Représentation schématique du circuit des ganglions de la base. D2 : MSNs de la 
voie indirecte possèdant à leur surface le récepteur dopaminergique D2, D1 : MSNs de la voie 
directe possèdant à leur surface le récepteur dopaminergique D1, GPe : Globus pallidus externe, 
SNc : Substance Noire compacte, NST : Noyau Sous-thalamique, SNr : Substance Noire 
réticulée, EP : Noyau Entopédonculaire. Les rectangles gris représentent les structu res 
GABAergiques alors que les rectangles blancs représentent les noyaux glutamatergiques. Dans 
ce schéma se distinguent les voies directe, indirecte et hyperdirecte. (Alexander & Crutcher, 
1990). 
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II. Les maladies neurodégénératives 

1. Maladie de parkinson (MP) 

A. Etiologie et Symptomatologie  

La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neurodégénérative, qui touche 1.5% de la 

population de plus de 65 ans, et atteint autant les hommes que les femmes. Il s’agit de la 

pathologie neurodégénérative la plus fréquente après la maladie d’Alzheimer. Décrite pour la 

première fois en 1817 par le Docteur James Parkinson, la cause première de la MP est la 

dégénérescence progressive des neurones dopaminergiques de la substance noire 

compacte (Figure 3).  

 

 

Figure 3: Mésencéphale d’un sujet sain (gauche) et d’un patient atteint de la MP (droite).  
Les neurones dopaminergiques de la SNc sont pigmentés en noir chez le sujet sain et 
disparaissent chez le patient parkinsonien (Frank et al, 2006).  

 

La MP fait partie des syndromes hypokinétiques. Elle est caractérisée par une triade de 

symptômes moteurs qui sont, l’akinésie, ou la difficulté à initier un mouvement, l’hypertonie, 

ou rigidité posturale, et le tremblement de repos (Figure 4). 

 

Figure 4: Image récapitulative de la triade symptomatique motrice de la MP. Dessins 
illustrant la posture en « statue de sel », typique du patient parkinsonien qui est causée par la 
triade des symptômes moteurs caractérisant la MP. 

 

http://www.doctissimo.fr/html/dossiers/parkinson.htm
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Lors de cette maladie, la première phase est asymptomatique. En effet quand apparaissent 

les premiers troubles moteurs, environ 60% des neurones dopaminergiques ont déjà 

disparus. Les symptômes moteurs s’aggravent avec l’augmentation de la perte neuronale 

qui peut atteindre jusqu’à 90% de ces neurones à la fin de la maladie. De plus avec 

l’évolution de la maladie, peuvent apparaître d’autres symptômes non moteurs tels que des 

troubles des fonctions exécutives, des épisodes dépressifs et une démence. Ces troubles 

sont notamment dus à la dégénérescence des systèmes non dopaminergiques du cerveau 

comprenant les systèmes sérotoninergique et noradrénergique. Une autre caractéristique 

de la maladie de Parkinson est la présence de corps de Lewy, (Figure 5) qui sont des 

inclusions intraneuronales éosinophiles de forme arrondie dans les neurones 

dopaminergiques de la SNc en dégénérescence (Frank et al, 2006). Les corps de Lewy 

sont des agrégats cytoplasmiques composés de nombreuses protéines incluant entre-

autres l’alpha-synucléine, la parkine et l’ubiquitine. Ces inclusions ont longtemps été 

considérées comme spécifiques de la MP, mais ont ensuite été mises en évidence dans 

différentes structures dans de nombreuses affections neurodégénératives telles que la 

démence à corps de Lewy. 

 

 
 
 
 
Figure 5: Corps de Lewy. Images de 
coupes histologiques montrant des 
inclusions eosinophiles (corps de 
Lewy) dans les neurons 
dopaminergiques de la SNc en 
dégénérescence (Frank et al, 2006) 

 

L’étiologie de la maladie est encore inconnue mais on dénombre une majorité de cas 

sporadiques probablement dus à de multiples facteurs d’origine environnementale et 

génétique. Il existe également de rares formes familiales (environ 10% de patients) ayant 

une symptomatologie précoce. Dans ces formes de la maladie, une dizaine de gènes ont été 

identifiés parmi lesquels la famille de gènes PARK qui codent pour des protéines impliquées 

dans différentes fonctions importantes dans l’intégrité cellulaire (Figure 6).  
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Figure 6: Gènes identifiés comme impliqués dans les formes familliales de la maladie de 
Parkinson (MP). 

 

B. Traitement 

Il n’existe pas de traitement curatif de la MP, mais seulement des thérapies qui visent à 

compenser la perte en dopamine. Les traitements sont médicamenteux et chirurgicaux. Au 

niveau pharmacologique, le traitement de référence de la MP est la Levodopa (L-DOPA), le 

précurseur de la dopamine pouvant traverser la barrière hémato-encéphalique contrairement 

à la dopamine. La L-DOPA est le médicament le plus puissant pour l'amélioration des 

troubles moteurs. 

Après une période de grande efficacité du traitement appelée « lune de miel » durant 

plusieurs années (environ de 2–6 ans), les patients commencent à ressentir des effets 

secondaires caractérisés par des mouvements anormaux appelés dyskinésies. Pour prévenir 

les effets secondaires dus à la prise chronique de L-DOPA, il existe également d’autres 

agonistes dopaminergiques (molécules mimant l’action de la dopamine). Ces diverses 

classes de médicaments constituent aujourd'hui l’élément central du traitement. Ces 

traitements visant à compenser la perte en dopamine peuvent également être prescrits avec 

des inhibiteurs de Monoamine oxydase (IMAO). Les IMAO sont des molécules qui bloquent 

la MAOB, l'enzyme responsable de la dégradation de la dopamine lors de sa recapture par 

les neurones. Malheureusement, l'association des IMAO à certains médicaments est 

risquée. Récemment, des recherches ont montré une implication d’autres systèmes que le 

système dopaminergique dans la maladie de parkinson et de nouveaux médicaments voient 

le jour tel que la nicotine qui affiche des effets prometteurs (Ross & Petrovitch, 2001; Thiriez 

et al, 2011). La stimulation haute fréquence (SHF) du NST est une alternative aux 

traitements médicamenteux qui provoque une amélioration spéctaculaire des symptômes 

moteurs de la MP. Cette stratégie chirurgicale qui reste très invasive s’applique 

principalement chez des patients parkinsoniens résistants à la thérapie L-DOPA. Elle 

consiste à implanter des électrodes au niveau du NST du patient pour stimuler de manière 

chronique ce noyau à haute fréquence (autour de 130 Hz) et ainsi améliorer les principaux 
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symptômes moteurs tels que l'akinésie, la rigidité mais également le tremblement. Le mode 

d’action de la SHF est toujours mal compris de nos jours et les mécanismes d’action sont 

actuellement vivement débattus (Hammond et al, 2008). 

 

C. Fonctionnement pathologique des ganglions de la base 

dans la maladie de Parkinson 

Le modèle des GB décrit par Alexander et Crutscher (Alexander & Crutcher, 1990) prédit 

que la réduction de la dopamine striatale suite à la dégénérescence progressive des 

neurones dopaminergiques de la SNc va provoquer un déséquilibre entre la voie directe et la 

voie indirecte au profit d’une hyperactivité de la voie indirecte, ce qui aura pour conséquence 

une inhibition du mouvement volontaire. En effet, les MSNs de la voie directe porteurs des 

récepteurs D1 ne vont plus être activés et devenir hypoactifs. A l’inverse, les MSNs de la 

voie indirecte porteurs des récepteurs D2 ne vont plus être inhibés par la dopamine et 

devenir hyperactifs. Ce déséquilibre d’excitabilité au niveau striatal va donc avoir pour 

conséquence une stimulation accrue des structures de sortie du réseau et donc une 

inhibition exacerbée du thalamus moteur. Il en résulte une faible activation des systèmes 

moteurs corticaux et des dysfonctionnements dans la sélection, l’initiation et l’exécution des 

mouvements à l’origine de l’hypokinésie (Figure 7). 

 

Figure 7 : Fonctionnement normal et pathologique du réseau des GB conduisant au 
syndrome hypokinétique observé lors de la MP. 

http://la-conjugaison.nouvelobs.com/synonyme/effectivement.php
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D. Modèles animaux de la maladie de Parkinson 

Il existe différents modèles animaux de la MP. Classiquement, ils peuvent être divisés en 2 

catégories : les modèles pharmacologiques, utilisant l’injection de neurotoxines ou 

l’administration de drogue pour induire des symptômes parkinsoniens, et les modèles 

génétiques basés sur l’altération de protéines impliquées dans la MP. Concernant les 

modèles neurotoxiques, les animaux peuvent être rendus parkinsoniens de manière 

réversible par l’administration de réserpine ou d’halopéridole (antagoniste dopaminergique) 

ou de manière irréversible par injection de 6-hydroxydopamine (6-OHDA), de 1-methyl-

1,2,3,6-tétrahydropiridine (MPTP), de roténone ou de paraquat. La réserpine, injectée par 

voie intraveineuse, se fixe sur les vésicules pré-synaptiques de stockage des monoamines, 

incluant le système dopaminergique, et provoque une profonde déplétion de la 

neurotransmission. Ces animaux « réserpinisés » développent une rigidité posturale et une 

lenteur dans l’exécution de leurs mouvements (Carlsson et al, 1957), des symptômes 

communément associés à la MP. De manière intéressante, la L-DOPA est capable de 

reverser les symptômes associés à l’administration de réserpine (Carlsson, 1959), ce qui a 

conforté l’implication du système dopaminergique dans la symptomatologie associée à la 

MP. En raison du caractère aigu de ce modèle « réserpine » ainsi que de l’absence de 

dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNc, les modèles de lésion 

irréversible sont plus largement utilisés pour étudier la physiopathologie de la MP. Les 

modèles les plus utilisés sont les rongeurs et les singes présentant des signes parkinsoniens 

par injection de 6-OHDA et de 1-methyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), respectivement. 

Des caractéristiques communes à tous ces modèles, sont la capacité de ces neurotoxines à 

produire du stress oxydatif (radicaux libres réactifs) et à causer la mort des neurones 

dopaminergiques, provoquant de manière artificielle la dégénérescence neuronale observée 

dans la MP. D’autre part, bien que dans la majorité des cas, la MP est de forme sporadique 

dont l’origine est inconnue, il a été établi dans 10% des cas que la MP pouvait provenir de 

causes génétiques dues à la mutation de protéines telles que l’α-synucléine, l’UCHL1 

(ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1), la parkine, LRKK2 (leucine-rich repeat kinase 2) 

ou encore PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1). L’identification de ces différentes 

mutations génétiques a conduit au développement de modèles génétiques de la MP 

(Dawson et al, 2010). Ces modèles sont importants dans la compréhension des mécanismes 

moléculaires spécifiques qui conduisent à la mort des neurones dopaminergiques. 

Récemment, de nouveaux modèles ont été développés par injection dans la SNc d’un 

vecteur viral contenant le gène de l’α-synucléine humaine (Decressac et al, 2012b). Ces 

modèles confèrent l’avantage d’une évolution progressive de la symptomatologie de la 
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maladie et de fait, reproduisent plus étroitement la pathologie humaine que les modèles 

neurotoxiques (Decressac et al, 2012a ; Decressac et al, 2012b). 

 

Ayant utilisé le modèle rongeur traité à la 6-OHDA pendant ma thèse, je vais maintenant 

vous parler plus précisément de ce dernier. 

L’injection de 6-OHDA est le modèle animal classiquement utilisé pour la destruction de la 

voie nigro-striatale (Schwarting & Huston, 1996). Bien que plusieurs espèces animales 

soient sensibles à la 6-OHDA, elle est le plus souvent utilisée chez le rat et la souris 

(Ungerstedt, 1968). Cette drogue a une haute affinité pour les transporteurs 

dopaminergiques (DAT) et noradrénergiques (NET) (Sachs & Jonsson, 1975), c’est pourquoi 

elle est utilisée avec une injection intrapéritonéale de désipramine (un inhibiteur de recapture 

des NET) dans le but de préserver les neurones noradrénergiques de la lésion. Bien que la 

structure de la 6-OHDA soit similaire à celle de la dopamine, la présence d’un groupe 

hydroxyde supplémentaire la rend toxique pour les neurones dopaminergiques car elle 

entraîne la production de radicaux libre (ROS) et de quinones (Cohen, 1984) qui peuvent 

engendrer une inflammation dans le cerveau. La 6-OHDA est incapable de traverser la 

barrière hémato-encéphalique. C’est pourquoi, il est nécessaire de réaliser une injection 

intracérébrale soit au niveau de la SNc, soit au niveau du faisceau médian du télencéphale 

(FMT) ou dans le striatum (Perese et al, 1989). Le plus souvent les injections de 6-OHDA 

sont réalisées dans le FMT. Par le FMT, transite tout le faisceau de fibres dopaminergiques 

de la voie nigro-striatale. L’injection de 6-OHDA dans cette structure confère donc l’avantage 

d’une destruction complète de cette voie. Cependant en entraînant la dégénérescence de 

l’ensemble des neurones DA (SNc et VTA), cette lésion ne sera pas spécifique du sytème 

moteur. 

Ainsi, l’avantage de l’injection intra-striatale est la spécificité de la déplétion en DA. En effet, 

le striatum étant organisé de manière somatotopique, une injection ciblée dans la région 

dorso-latéral va entraîner une déplétion dopaminergique de la région motrice sans affecter 

les autres fonctions striatales. Cependant, le striatum étant beaucoup plus volumineux, il est 

nécessaire de réaliser plusieurs points d’injections et d’utiliser une quantité plus importante 

de 6-OHDA. Le degré de déplétion dopaminergique dépend de la quantité de drogue 

injectée, du site d’injection et de l’espèce animale manipulée. Le plus communément utilisé 

est une injection unilatérale dans le FMT dans le but de détruire l’ensemble des projections 

nigro-striatales dans un hémisphère cérébral. Le modèle de lésion bilatéral entraînent des 

symptômes très sévères et donne lieu à plus de mortalité (Ungerstedt, 1971) c’est pourquoi 

on lui préfère le modèle unilatéral. De plus, le côté non lésé peut ainsi servir de contrôle suite 

au marquage immunohistochimique contre la tyrosine hydroxylase (TH) permettant de 

quantifier la mort des neurones dopaminergiques suite à la lésion. Cette déplétion 
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dopaminergique est visualisable et quantifiable par la perte de marquage TH suite à la 

dégénérescence des terminaisons nigrales TH-positives dans le striatum. Pourtant, bien que 

les animaux présentent une déplétion dopaminergique, la mort des neurones 

dopaminergiques de la SNc et des déficits moteurs, ces modèles ne présentent pas toutes 

les caractéristiques moléculaires et comportementales de la MP. Par exemple, ces animaux 

ne présentent pas d’agrégats protéiques ou d’inclusions à corps de Lewy comme nous 

pouvons l’observer au niveau du mésencéphale des patients atteints de la MP (Frank et al, 

2006). Malgré certaines limitations, l’injection intracérébrale de 6-OHDA a énormément 

contribué à comprendre la physiopathologie de la MP et reste le modèle de référence de 

cette pathologie.  

 

2. Maladie de Huntington 

A. Etiologie et Symptomatologie 

La maladie de Huntington (MH) fut décrite pour la première fois par le Dr Georges 

Huntington (1850-1916) sous le nom de « chorée de Huntington ». Il s’agit d’une affection 

rare, neurodégénérative, d’origine génétique autosomale dominante dont le gène nommé 

« IT15 » a été identifié depuis l’année 1993 sur le chromosome 4. Si l’un des deux parents 

est atteint, le risque d’être porteur du gène défectueux est de 50%. Les hommes et les 

femmes sont touchés de manière équivalente. Cette maladie entraîne une altération 

profonde et sévère des capacités physiques et intellectuelles qui surviennent généralement 

vers l’âge de 40-50 ans. Des formes juvéniles existent également ou les premiers 

symptômes se déclarent vers l’âge de 15 ans. C’est une maladie chronique et évolutive dont 

la survie moyenne après le début des premiers symptômes est d’environ 15 ans. Au niveau 

cérébral, elle se traduit par une atrophie cérébrale due à une mort neuronale notamment des 

neurones striataux de la voie indirecte. Sur le plan clinique la maladie se traduit par le 

développement de symptômes moteurs tel que des mouvements involontaires, brusques et 

irréguliers, une démarche instable et une agitation globale. Sur les plans cognitif et 

émotionnel, on notera la perte du sens de l’orientation, des troubles de la mémoire, une 

impulsivité et une agressivité qui évoluent irrémédiablement vers la démence. Cette maladie 

est provoquée par une répétition anormale de tri-nucléotides CAG sur le gène de la protéine 

huntingtine (HTT). Le gène de la HTT peut contenir entre 1-35 répétitions de codons CAG 

sans que cela impacte la protéine alors que chez les patients atteints de la maladie de 

Huntington (MH), il y a plus de 40 répétitions. L’âge d’apparition ainsi que la sévérité de la 

maladie est dépendante du nombre de répétitions de codon CAG dans le gène de HTT 

(Andrew et al, 1993; Aylward et al, 1996; Telenius et al, 1993) qui conduit à l’expansion de la 
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queue N-terminale de polyglutamine (polyQ) de la protéine de HTT. Cela a pour 

conséquence une agglutination de la HTT dans les neurones formant des agrégats 

intranucléaires (Gutekunst et al, 1999) mais le lien entre ces agrégats et la mort neuronale 

n’est pas établi. La protéine HTT normale est une protéine ubiquitaire impliquée dans le 

transport intracellulaire, le transport vésiculaire, dans l’assemblage du cytosquelette, dans la 

transcription notamment de BDNF et dans l’ancrage des récepteurs NMDA à la surface 

membranaire. La protéine HTT-polyQ mutée pourrait continuer à interagir avec ses anciens 

partenaires ainsi qu’avec la protéine HTT normale et ainsi empêcher le bon fonctionnement 

cellulaire en les séquestrant dans les agrégats qu’elle forme lors de son agglutination. 

 

B. Traitement 

De nos jours, il existe un test sanguin permettant de déceler la présence du gène muté sur 

une personne à risque avant l’apparition des symptômes. Bien qu’à l’heure actuelle, il 

n’existe aucun traitement curatif de la MH, plusieurs stratégies thérapeutiques sont 

aujourd’hui utilisées pour soulager un grand nombre de ces symptômes. Au niveau 

médicamenteux, différents types de psychotropes comme « la Tétrabénazine » (un inhibiteur 

des transporteurs vésiculaires des monoamines), l’halopéridol (antagoniste des récepteurs 

dopaminergiques de la famille D2), le tiapride (antagoniste dopaminergique) ou encore la 

rispéridone (antagoniste des récepteurs sérotoninergiques 5HT2) sont proposés au malade, 

en fonction de ses symptômes. 

Des voies de thérapie génique sont en cours d’exploration et d’expérimentation sur des 

animaux. Ces thérapies cherchent à intervenir très en amont du développement de la 

maladie, soit pour protéger la protéine altérée par la maladie de manière à ce qu’elle ne soit 

pas altérée (neuroprotection), soit en visant la « réparation » de la cellule altérée (réparation 

cellulaire). La stratégie qui semble la plus prometteuse actuellement est l'inhibition de la 

production de huntingtine par de ARN anti-sens. Des greffes de cellules souches 

embryonnaires ont également été réalisées dans le striatum de certains patients dans le but 

de combler la perte neuronale mais cette stratégie n’empêche pas l’évolution de la maladie à 

long terme. 

 

C. Fonctionnement pathologique des ganglions de la 

base dans la maladie de Huntington 

Dans la maladie de Huntington, la dégénérescence massive des neurones striataux conduit 

à un déséquilibre au sein du circuit des GB inverse à celui observé dans la maladie de 

Parkinson. En effet, il se produit une dégénerescence globale des MSNs striataux avec les 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Huntingtine
https://fr.wikipedia.org/wiki/ARN_anti-sens
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MSNs de la voie indirecte qui sont particulièrement touchés. Cela produit une hyperactivation 

du GPe (Starr et al, 2008) qui a pour conséquence une inactivation du NST. Il en résulte un 

déséquilibre en faveur de la voie directe des GB, et donc une hypoactivité des structures de 

sorties des GB (GPi/SNr) sur le thalamus moteur. Les mouvements sont donc désinhibés et 

complètement incontrôlables (Figure 8). 

 

Figure 8 : Fonctionnement normal et pathologique du réseau des GB conduisant au 
syndrome hyperkinétique observé lors de la MH. 

 

D. Modèles animaux 

Le gène muté responsable de la maladie de MH est connu depuis les années 1993, ce qui a 

donné lieu à la création de modèles animaux transgéniques. Les premiers modèles 

transgéniques ont été établis chez la souris sous le nom de lignée R6 (Mangiarini et al, 

1996). Les lignées R6 (R6/0, R6/1, R6/2, R6/5) possèdent l’exon 1 du gène IT15 humain 

avec de longues répétitions de codon CAG variables selon les lignées (> 115 répétitions 

pour la lignée R6/1 et 145-190 CAG concernant la lignée R6/2). La lignée R6/2 est largement 

la plus utilisée mais ces souris présentent des déficits moteurs et d’apprentissages précoces 

et une mort prématurée ce qui rend difficile leur utilisation à différents stades de la maladie 

contrairement au modèle R6/1 qui possède moins de répétitions de codons CAG et donc une 

symptomatologie moins sévère. L’utilisation d’anticorps dirigés contre la partie amino-

terminale de la huntingtine mutée a révélé l’existence d’inclusion intranucléaires et agrégats 

cytosoliques de cette protéine (Lievens & Birman, 2003), tout comme ce qui est observé 
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dans le cerveau de patients MH. L’apparition de ces agrégats cytosoliques précède 

l’apparition des signes comportementaux chez les lignées R6, qui en outre ne présentent 

pas de dégénérescence neuronale. Ceci suggère que les troubles moteurs seraient 

dépendants d’un dysfonctionnement précoce des circuits neuronaux avec l’implication 

directe de ces inclusions dans la pathologie suivie d’une dégénérescence neuronale qui 

pourrait en découler. Deux autres lignées de souris transgéniques (les lignées HD et YAC) 

ont ensuite été développées avec l’intégralité de l’ADNc du gène IT15 humain muté (Reddy 

et al, 1998, Hackam, 1999 #1513). Ces souris présentent une dégénérescence neuronale 

partielle (lignées HD) ou sélective des neurones striataux (lignées YAC) et des défauts 

comportementaux entre 4-8 mois. Il existe également des souris Knock-in où le gène de 

huntingtine murin est muté pour lui insérer une répétition de codon CAG mais ces souris bien 

que présentant des inclusions intracellulaires, ne présentent pas de mort neuronale ni de 

signes moteurs très tardifs (Lin et al, 2001, Menalled, 2002 #2996) (Figure 9). Des modèles 

établis chez la drosophile (Jackson et al, 1998, Kazantsev, 2002 #2997, Kazemi-Esfarjani, 

2000 #2998) ont permis de grandes avancées des recherches dans ce domaine. Elles 

présentent une dégénérescence neuronale progressive et la formation d’agrégats 

intracellulaires de protéine de Huntingtine mutée ce qui est comparable aux caractéristiques 

pathologiques observées chez les patients et qui ne se retrouve pas dans la plupart des 

modèles murins.  

 

Figure 9 : Principaux modèles de souris génétique de la maladie de Huntington (MH) 
communément utilisés (Crook & Housman, 2011) 
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III. Le globus pallidus externe  

1.  Définition et origine 

Le globus pallidus est composé de segments distincts, nommés chez les primates, globus 

pallidus interne (GPi) dont les efférences se projettent sur la formation réticulaire et le 

thalamus (Noyau ventro-latéral) et le globus pallidus externe (GPe) dont les efférences se 

projettent sur l’ensemble des structures des GB, mais aussi sur le cortex. Le GPe est 

désigné GP chez les rongeurs alors que le GPi est l’équivalent du noyau entopédonculaire 

(EP). Par souci de simplicité, nous utiliserons le terme globus pallidus externe (GPe). Nous 

allons nous concentrer ici sur le GPe qui est le noyau des GB que j’ai étudié durant ma 

thèse. Le GPe est un noyau faisant partie de la voie indirecte des GB. Longtemps considéré 

comme un simple noyau relai composé d’une population homogène de neurones 

GABAergiques de projection, de récentes études montrent que le GPe présente en fait une 

grande diversité neuronale (Nobrega-Pereira et al, 2010, Mastro, 2014 #2841, Abdi, 2015 

#1400, Dodson, 2015 #2033, Hernandez, 2015 #2842), et que ce noyau participe à de 

nombreuses fonctions cérébrales en plus de son rôle dans le contrôle du mouvement 

volontaire.  

2. Afférences 

A. Afférences glutamatergiques 

A1 Localisation des récepteurs glutamatergiques dans le GPe 

Le glutamate exerce ses actions à travers des récepteurs ionotropiques (iGluRs) et 

métabotropiques (mGluRs). Les iGluRs sont catégorisés en 3 types nommés en fonction de 

leur affinité pour leur agoniste spécifique : les récepteurs AMPA, NMDA et Kainate.  

Le récepteur AMPA est un hétérotétramère formé de quatre sous-unités. Les sous-unités 

des récepteurs AMPA sont nommées GluA1, GluA2, GluA3 et GluA4. Les récepteurs les 

plus abondants sont les formes GluA1/2 et GluA2/3. Concernant les récepteurs NMDA, il 

s’agit de tétramères, formés de deux sous-unités GluN1 et de deux sous-unités GluN2 

(GluN2A, GluN2B, GluN2C ou GluN2D) ou GluN3 (GluN3A et 3B). Les sous-unités GluN1 

sont obligatoires, tandis que les sous-unités GluN2 et GluN3 spécifient les propriétés 

électrophysiologiques des récepteurs NMDA telles que leur sensibilité au glutamate, leur 

perméabilité au calcium, l'inhibition par le magnésium (Pachernegg et al, 2012). Les sous-

https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_t%C3%A9tram%C3%A9rique
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unités GluN2 spécifient également leurs interactions avec les protéines intracellulaires. De 

manière générale dans les structures cérébrales, les récepteurs AMPA et NMDA sont 

exprimés à forte densité au niveau des synapses asymétriques (glutamatergiques) sur les 

neurones post-synaptiques, tout comme ce qui est connu dans le GPe au niveau des 

synapses subthalamo-pallidales (Bernard & Bolam, 1998) ce qui facilite leur rôle dans la 

médiation d’une transmission excitatrice rapide. Il y a une forte co-localisation des récepteurs 

AMPA et NMDA au niveau des synapses subthalamo-pallidales ce qui suggère que les 

réponses synaptiques excitatrices rapides au glutamate dans le GPe sont médiées par ces 

deux types de récepteurs de manière concomitante (Bernard & Bolam, 1998). Concernant 

les récepteurs Kainate (GluK), leur structure est trétramérique et composée des sous-unités 

GluK1-5. Leur expression dans le GPe de rat et de singe est située sur les éléments pré et 

post-synaptiques des synapses glutamatergiques et GABAergiques (Jin et al, 2006; Kane-

Jackson & Smith, 2003 ). L’activation des récepteurs GluK dans le GPe de rat a différents 

effets sur la transmission glutamatergique. En post-synaptique, ils sont responsables 

d’EPSC (courants post-synaptiques excitateurs). Situés en pré-synaptique, ils réduisent la 

libération de glutamate en activant une voie de signalisation intracellulaire dépendante des 

protéines G (Jin et al, 2006). 

Les mGluRs sont divisés en trois groupes distincts (mGluRs I-III) reliés à une protéine Gq ou 

Gi/o. Dans le GPe, la modulation de certains de ces récepteurs a des effets 

antiparkinsoniens ce qui a augmenté l’intérêt d’étudier leurs fonctions dans les GB. Les 

récepteurs mGluR I (mGluR1 et mGluR5) semblent fortement exprimés dans le GPe tant 

chez le singe que chez le rat (Berthele et al, 1998; Smith et al, 2000 ). Bien que la majorité 

du marquage soit extra-synaptique, une proportion (27-44%) est retrouvée au niveau des 

synapses striato-pallidales, ce qui pose la question du rôle de ces récepteurs au niveau de 

synapses connues comme GABAergiques (Hanson & Smith, 1999). Ces récepteurs sont 

également toujours présents au niveau de l’espace périsynaptique des synapses 

asymétriques subthalamo-pallidales (Smith et al, 2000). Leur activation dans le GPe stimule 

l’activité des neurones pallidaux en produisant une excitation de longue durée (Kaneda et al, 

2007). Ces récepteurs semblent donc jouer un rôle important dans le contrôle de l’activité 

neuronale pallidale. Les récepteurs mGluR II sont également exprimés dans le GPe de rat 

au niveau des synapses glutamatergiques avec une localisation principalement 

présynaptique (Poisik et al, 2005). Des études ont montré que l’activation des récepteurs 

mGluR II a des effets antiparkinsoniens (Poisik et al, 2005) ce qui peut s’expliquer par le fait 

que leur activation va inhiber la transmission glutamatergique à travers une cascade de 

protéines de signalisation et donc réduire la libération de glutamate en provenance du NST 

sur le GPe. De la même façon, l’activation des récepteurs mGluRs III (mGluR4, 7, 8) réduit la 
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transmission synaptique GABAergique ainsi que glutamatergique dans le GPe (Matsui & 

Kita, 2003). Plus précisément, les récepteurs mGluR4 ont clairement été identifiés dans le 

GPe de singe principalement au niveau pré-synaptique (90%) avec une immunofluorescence 

majoritairement présente au niveau de synapses présentant des caractéristiques striato-

pallidales bien que les terminaisons excitatrices soient également marquées (Bogenpohl et 

al, 2013). Enfin, des études suggèrent que la transmission striato-pallidale peut être inhibée 

à travers l’activation de ces récepteurs mGluR4 (Marino et al, 2003 ; Valenti et al, 2003). 

A2 Modulation glutamatergique du GPe 

Concernant la transmission glutamatergique ionotropique, des études in vitro ont indiqué que 

les neurones du GPe possèdent les récepteurs AMPA/kainate et NMDA qui peuvent être 

activés par une stimulation du NST (Hanson & Jaeger, 2002 ; Ogura & Kita, 2000). De plus, 

il a également été montré que l’application locale de NBQX (antagoniste des récepteurs 

AMPA/kainate) réduit fortement l’activité de décharge spontanée des neurones du GPe tout 

comme le CPP (antagoniste des récepteurs NMDA) (Kita et al, 2004 ; Yasukawa et al, 2004) 

bien que son effet soit moins probant que celui du NBQX (Kita et al, 2004).  

Pour les récepteurs métabotropiques, la modulation de la transmission glutamatergique dans 

le GPe à travers l’utilisation d’agonistes des récepteurs mGluR, améliore les symptômes 

parkinsoniens chez les modèles animaux de la MP par une action sur l’activité électrique des 

neurones du GPe. D’une part, l’injection d’agoniste mGluR I chez le singe éveillé augmente 

l’activité de décharge des neurones pallidaux alors que leurs antagonistes spécifiques 

produisent l’effet inverse (Kaneda & Kita, 2005) ce qui suggère que l’effet excitateur du 

glutamate dans le GPe passe en partie par une action sur les mGluR I. De manière 

intéressante, chez le singe MPTP, il y a une réduction significative des récepteurs mGluR I 

dans les deux segments pallidaux (Kaneda et al, 2005). Ces résultats suggèrent la mise en 

place d’un mécanisme de compensation pour contrebalancer l’hyperactivité de la voie NST-

GPe à l’état parkinsonien. D’autre part, il a été montré par des enregistrements 

extracellulaires réalisés sur le singe MPTP éveillé, que l’injection d’agoniste sélectif des 

récepteurs mGluR4 promeut la désynchronisation et réduit les pauses d’activité dans 80% 

des neurones du GPe ce qui a pour effet d’améliorer les symptômes parkinsoniens 

(Bogenpohl et al, 2013). Il a été montré que l’utilisation de tel agoniste réduit la transmission 

synaptique GABAergique et glutamatergique dans le GPe (Matsui & Kita, 2003). En agissant 

sur l’inhibition des IPSCs striatopallidaux par des effets sur les récepteurs mGluR4 pré-

synaptiques, l’utilisation de tels agonistes semble diminuer l’inhibition excessive exercée par 

le STR sur les neurones du GPe en conditions parkinsoniennes et ainsi restaurer l’équilibre 

du circuit moteur des GB expliquant leurs effets antiparkinsoniens (Valenti et al, 2003). 
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A3 Connections et influences réciproques NST-GPe : 

Le GPe reçoit des entrées glutamatergiques en provenance du NST et du thalamus. 

Néanmoins, il est considéré que la principale source de glutamate provient du NST qui est le 

seul noyau glutamatergique des GB (Albin et al, 1989; Kita & Kitai, 1987 ). Les axones 

subthalamo-pallidaux forment des contacts principalement sur les dendrites des neurones 

pallidaux pour former des synapses asymétriques (Kita & Kitai, 1987). Le NST projette 

également de manière massive sur le EP/GPi et la SNr (Deniau et al, 1978). En effet, les 

études de marquages intracellulaires (Falls et al, 1983) ainsi que d’activation antidromique 

(Deniau et al, 1978) indiquent que chez le rat, un seul neurone du NST envoie des 

collatérales d’axone au GP, au EP et à la SNr. Ce n’est pas le cas chez le primate où il a été 

montré que les neurones projetant sur le GPe et sur le GPi/SNr sont des populations 

distinctes spatialement au sein du NST (Parent & Hazrati, 1995b; Smith et al, 1990 ). Les 

projections entre le GPe et le NST sont réciproques, c’est-à-dire que beaucoup de neurones 

du NST qui reçoivent des entrées pallidales projettent en retour sur le GPe (Moriizumi et al, 

1987; Okoyama et al, 1987 ). La relation étroite entre le GPe et le NST est un point essentiel 

du fonctionnement des GB. Comme les neurones du NST sont spontanément actifs quand 

l’animal est au repos, l’activité des neurones pallidaux, va être modifiée en permance par les 

entrées glutamatergiques du NST dans ces conditions (Bergman et al, 1994). Il a aussi été 

montré chez le singe éveillé, qu’une injection locale de muscimol (agoniste GABAergique) 

dans le NST entraîne de profonds changements du patron de décharge des neurones du 

GPe. En effet, le blocage du NST diminue le taux de décharge des neurones pallidaux 

jusqu’à entraîner le silence total de l’activité de certains d’entre eux. Ces données prouvent 

que les neurones du GPe sont sous l’influence d’un tonus excitateur permanent en 

provenance du NST qui a un rôle important dans l’activité basale des neurones du GPe in 

vivo. De manière intéressante, quelques minutes après l’injection de muscimol dans le NST, 

l’activité pallidale commence à augmenter avec l’apparition de bouffées de potentiels 

d’action (PA) intercalées de périodes de pauses, où les neurones sont complètement 

silencieux (Nambu et al, 2000 ; Yasukawa et al, 2004). Ce réseau constituerait une boucle 

de rétrocontrôle positif de la voie « indirecte ». Il est largement admis que ce réseau GPe-

NST forme une boucle excitation-inhibition (Bevan et al, 2002). Il est important de noter que 

l’hyperactivité du NST est une des signatures électrophysiologiques dela MP et que son 

inactivation chirurgicale améliore les symptômes parkinsoniens moteurs chez le singe MPTP 

(Bergman et al, 1990). Les données de la littérature in vivo suggèrent que l’activité rythmique 

physiologique du réseau GPe-NST est fortement dépendante de l’activité corticale puisque 

cette rythmicité est perdue lors d’une inactivation corticale (Magill et al, 2000). Il existe une 

étude in vitro suggérant que le réseau GPe-NST peut générer des oscillations de manière 
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autonome (Plenz & Kital, 1999). Le mécanisme supposé de ces oscillations repose d’une 

part sur les propriétés électrophysiologiqes particulières et les entrées mutuelles des 

neurones du GPe et du NST (Bevan et al, 2002 ; Gatev et al, 2006). En revanche, d’autres 

études suggèrent que la voie cortico-sous-thalamique est nécessaire pour la genèse 

d’activités oscillantes au sein du réseau GPe-NST (Chu et al, 2015; Magill et al, 2001 ). En 

effet, les oscillations β aberrantes observées entre ces deux noyaux lors d’une déplétion 

dopaminergique sont en partie dues à une activité rythmique inappropriée des entrées 

corticales puisque l’inactivation de ce dernier rétablit en partie l’activité physiologique du 

réseau (Magill et al, 2001). Néanmoins, des travaux plus récents du groupe du Dr Magill en 

révélant l’existence de deux types neuronaux dans le GPe, les neurones prototypiques qui 

déchargent en antiphase avec le NST et les neurones arkypallidaux qui déchargent en 

phase avec ce dernier en conditions parkinsoniennes, complexifie la vision de ce réseau 

(Mallet et al, 2012; Mallet et al, 2008a ). Les altérations sous-tendant les oscillations β 

dépendraient à la fois des interactions réciproques entre le GPe et le NST et du différentiel 

de connectivité du NST avec chaque population pallidale ainsi que de l’inhibition latérale 

entre les neurones du GPe (Nevado-Holgado et al, 2014). La naissance de ces oscillations β 

persistantes entre ces deux noyaux est considérée comme une caractéristique d’états 

physiopathologiques (Magill et al, 2001; Mallet et al, 2008a ).  

 

B. Afférences GABAergiques 

Je vais ici vous présenter brièvement les principales entrées GABAergiques du GPe car 

cette partie sera reprise en détail dans le chapitre « Modulation GABAergiques du GPe ». La 

principale source d’inhibition GABAergique du GPe provient du striatum (Hedreen & DeLong, 

1991 ; Park et al, 1982 ; Shink & Smith, 1995 ; Wilson & Phelan, 1982) et principalement des 

MSNs de la voie indirecte, bien que quelques collatérales d’axones des MSN de la voie 

directe aient été décrites (Cazorla et al, 2014; Nadjar et al, 2006 ). Les longues dendrites des 

neurones pallidaux sont complètement recouvertes de synapses. 80-90% de ces synapses 

proviennent du striatum alors qu’en comparaison seulement 5-10% proviennent du NST. Ces 

projections striatales forment une arborisation diffuse établissant des synapses symétriques 

avec les neurones pallidaux sur toute la longueur de leurs dendrites (Difiglia et al, 1982 ; 

Parent & Hazrati, 1995a ; Parent & Hazrati, 1995b; Park et al, 1982 ; Smith et al, 1998). 

Classiquement, la large arborisation dendritique des neurones du GPe est orientée de 

manière perpendiculaire par rapport aux projections striatales (Yelnik et al, 1984). Il 

semblerait qu’un seul neurone striatal soit capable d’établir des connections avec plusieurs 

neurones pallidaux (Percheron et al, 1984). Il existe une forte probabilité d'interaction entre 

un seul neurone afférent au GPe et les dendrites pallidales ce qui signifie que de nombreux 
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neurones pallidaux partagent les mêmes afférences neuronales et donc reçoivent les mêmes 

informations simultanément. Il y a donc une convergence de l’information au niveau pallidal 

(Bergman et al, 1998).  

La seconde source de GABA de ce noyau provient de la connectivité intrinsèque des 

neurones du GPe. En effet, la majorité de ces neurones possède des collatérales d’axones 

formant un vaste réseau intrapallidal (Falls et al, 1983 ; Francois et al, 1984 ; Kita & Kitai, 

1994 ; Nambu & Llinas, 1997). Ces axones peuvent innerver des régions restreintes ou 

étendues du noyau et former des groupes de terminaisons denses sur les régions 

proximales d’un petit nombre de neurones (Kita & Kitai, 1994). Elles sont principalement 

localisées sur le corps cellulaire et notamment au niveau de la région périsomatique des 

neurones (Gross et al, 2011; Sadek et al, 2007). Ces collatérales intrapallidales représentent 

10% des terminaisons GABAergiques en contact avec le corps cellulaire chez le singe 

(Shink & Smith, 1995). L’analyse de la disposition des terminaisons axonales de neurones 

individuels du GPe suggère que ce noyau pourrait être subdivisé en deux parties, avec la 

partie externe innervant la partie interne du GPe (Sadek et al, 2007). Cette observation 

indique un traitement des informations afférentes à l’intérieur même du GPe.  

 

C. Afférences dopaminergiques 

Bien que la SNc envoie ses projections dopaminergiques majoritairement sur le STR, elle 

envoie également des projections éparses sur le GPe. L’existence d’une projection nigro-

pallidale a été démontrée chez le rongeur, les primates non humain ainsi que chez l’homme 

(Debeir et al, 2005; Eid & Parent, 2015 ; Jan et al, 2000 ). Une étude morphologique indique 

que l’innervation dopaminergique dans le GPe provient des collatérales des fibres nigro-

striatales (Fallon & Moore, 1978). De plus, l’établissement de contacts synaptiques des 

terminaisons dopaminergiques sur les dendrites pallidales a été reporté chez le rat (Rodrigo 

et al, 1998) et le singe (Eid & Parent, 2015). Il apparaît que cette innervation dopaminergique 

pallidale est distribuée de manière régionalisée avec un gradient décroissant le long des 

axes antéro-postérieur, dorso-ventral et médio-latéral (Eid & Parent, 2015). De plus, une 

dénervation dopaminergique significative du GPe et du GPi a été observée chez les patients 

atteints de la MP (Jan et al, 2000 ; Rajput et al, 2008). Bien que les conséquences de cette 

dénervation restent mal connues sur le dysfonctionnement du GPe dans la MP, elle 

contribue certainement à l’apparition des symptômes moteurs. En effet, l’injection de 6-

OHDA dans le GPe de rat mime les symptômes moteurs parkinsoniens et les perturbations 

de l’activité neuronale classiquement observées dans les GB dans ces conditions de perte 
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dopaminergique (Abedi et al, 2013 ; Jan et al, 2000). D’autre part, la DA et ses transporteurs 

sont retrouvés dans le GPe chez l’Homme et le rat (Ciliax et al, 1999 ; Coulter et al, 1995). 

 

C1. Localisation des récepteurs dopaminergiques dans le GPe 

Dans le GPe, les récepteurs dopaminergiques sont localisés en pré et post-synaptique. Les 

études suggèrent que les récepteurs dopaminergiques pré-synaptiques sont principalement 

des récepteurs de la famille D2 (récepteurs D2, D3 et D4) localisés sur les terminaisons des 

neurones striato-pallidaux (Gerfen et al, 1990; Parent & Smith, 1987). Il a été montré que 

l’activation de ces récepteurs inhibe la libération de GABA dans le GPe (Floran et al, 1997). 

Les récepteurs dopaminergiques de type D2 sont aussi retrouvés en post-synaptiques sur le 

corps cellulaire et les dendrites d’environ 40-50% des neurones pallidaux (Khan et al, 1998; 

Levey et al, 1993). De plus, supportant l’expression des récepteurs D2 en post-synaptique 

dans le GPe, les ARNm des récepteurs D2 et D3 sont retrouvés dans le GPe humain 

(Murray et al, 1994). Chez le rat, les ARNm des récepteurs D2 sont également présents 

dans les neurones pallidaux et particulièrement dans les neurones pallido-striataux (Hoover 

& Marshall, 2004; Marshall et al, 2001). De manière moins claire, il apparait que des 

récepteurs de type D1 (récepteurs D1 et D5) sont principalement présents sur les 

terminaisons des neurones pré-synaptiques formant les synapses symétriques dans le GPe 

de rongeurs et dans une moindre mesure sur les synapses asymétriques (Kliem et al, 2009; 

Levey et al, 1993, Yung, 1995 #1225 ). Des récepteurs D5 ont aussi été identifiés sur le 

corps cellulaire des neurones du GPe chez les rongeurs et le singe (Ciliax et al, 2000 ; 

Khan et al, 2000). Nous pouvons ainsi constater que tous les récepteurs dopaminergiques 

ont été identifiés dans le GPe et ceci dans les différentes espèces étudiées suggérant un 

rôle majeur de la modulation dopaminergique dans le GPe. 

 

C2. Modulation dopaminergique du GPe 

De manière globale la dopamine aurait un effet excitateur sur les neurones pallidaux puisque 

l’application locale de dopamine ou d’agoniste non spécifique (apomorphine) des récepteurs 

dopaminergiques augmente l’activité de la majorité des neurones du GPe chez l’animal sain 

(Maslowski & Napier, 1991). Plus précisément, des études électrophysiologiques montrent 

que l’administration systémique d’agoniste des récepteurs dopaminergiques de type D1 

augmente l’activité de décharge spontanée des neurones du GPe chez des rats contrôles. 

Cependant, une telle administration a l’effet inverse dans le GPe de rats rendus 

parkinsoniens (Zhang et al, 1998). Ceci peut s’expliquer par le fait que l’administration 

d’agoniste des récepteurs de la famille D1 augmente la libération de GABA des synapses 
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striato-pallidales chez les rats 6-OHDA (Floran et al, 1990). De plus, des expériences de 

patch clamp montrent que l’activation de ces récepteurs augmente également la fréquence 

des courants post-synaptiques excitateurs (sEPSCs) suggérant une facilitation pré-

synaptique de la transmission glutamatergique dans le GPe (Hernandez et al, 2007). 

Concernant les récepteurs de type D2, il serait possible que l’activation de ces derniers 

inhibe l’activité électrique des neurones pallidaux puisque l’utilisation d’antagoniste de ces 

récepteurs favorise l’expression du gène c-fos dans le GPe, le striatum, la substance noire et 

le noyau entopedonculaire de rat (Billings & Marshall, 2003 ; Hauber & Lutz, 1999a). 

D’autres études menées chez le primate, montrent que l’injection locale de quinpirole 

(agoniste des récepteurs D2) inhibe l’activité électrique des neurones pallidaux et son 

antagoniste le sulpiride a l’effet opposé (DeLong, 1990; Hadipour-Niktarash et al, 2012). Ces 

effets semblent passer par la modulation de la transmission GABAergique. En effet, des 

études in vitro ont montré que l’agoniste des récepteurs D2 réduit la transmission 

GABAergique striato-pallidale en diminuant la libération de GABA (Cooper & Stanford, 

2001). Des études complémentaires ont révélé que la dopamine supprimait l’inhibition 

GABAergique par une action synergique sur les récepteurs D2 pré-synaptiques et les 

récepteurs D4 post-synaptiques (Chuhma et al, 2011 ; Shin et al, 2003 ; Watanabe et al, 

2009). Cependant, d’après les résultats obtenus par l’équipe du Dr Benazzouz chez le rat 6-

OHDA anésthésié, l’injection locale de dopamine ou de quinpirole (un agoniste des RD2) 

augmente le taux de décharge de la majorité des neurones pallidaux (Mamad et al, 2015). 

Cette augmentation du taux de décharge est empêchée par le sulpiride (un antagoniste dse 

RD2). Cependant, ni la dopamine, ni le quinpirole ne modifient le patron de décharge des 

neurones du GPe. Des données obtenues in vivo suggèrent également que la dopamine est 

directement capable de moduler la transmission excitatrice subthalamo-pallidale et inhibitrice 

striato-pallidale (An et al, 2004; Hadipour-Niktarash et al, 2012) par la présence de 

récepteurs D(2/3) pré-synaptiques et D4 post-synaptiques (Hernandez et al, 2006 ; Khan et 

al, 1998). Pour finir et relier le système dopaminergique aux altérations d’activité du GPe 

dans la MP, une lésion des neurones DA de la voie nigro-striatale entraîne une 

augmentation des niveaux expression des ARNm de l’enzyme responsable de la synthèse 

du GABA dans les neurones striataux de la voie indirecte suggérant une augmentation de 

l’activité striato-pallidale (Laprade & Soghomonian, 1997). De plus, le blocage 

pharmacologique des récepteurs D1/D2 dans le GPe induit des akinésies (Hauber & Lutz, 

1999b). L’ensemble de ces données suggère une importance capitale de la DA dans le 

fonctionnement optimal du GPe. Il a de plus été montré que l’injection locale de DA dans le 

GPe pouvait également améliorer partiellement (50% des performances motrices restorées) 

les symptômes moteurs chez les rats rendus parkinsoniens par une injection unilatérale de 

6-OHDA dans le MFB (Galvan et al, 2001) suggérant un impact direct de la déplétion 
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dopaminergique pallidale dans les symptômes moteurs lors de la MP. Cependant, il est 

intéressant de noter qu’il a été montré chez le rat que la dopamine ne module pas 

directement le patron de décharge des neurones pallidaux mais uniquement leur fréquence 

de décharge (Mamad et al, 2015). 

 

D. Autres afférences 

Des expériences de marquage rétrograde ont permis de visualiser les différentes structures 

projetant sur le GPe. Ce type de traçage a permis de montrer une large innervation pallidale 

en provenance de neurones de la SN (dont 93% des neurones marqués sont 

dopaminergiques), du noyau du raphé (dont 25% des neurones marqués sont 5-HT) et une 

innvervation du noyau pédonculopontin en faible proportion (PPN) (Charara & Parent, 1994; 

Eid et al, 2013 ). Outre les principales afférences du GPe que je viens de décrire, de 

nombreux autres neurotransmetteurs/neuromodulateurs participent à la régulation de 

l’activité de ce noyau. Plusieurs études rapportent que les enképhalines (Frey & Huffman, 

1985), la morphine (Frey & Huffman, 1985), la neurotensine (Xue et al, 2009), l’histamine 

(Chen et al, 2005a), la sérotonine (Charara & Parent, 1994) et la substance P (Chen et al, 

2004c ; Cui et al, 2007) modulent l’activité des neurones du GPe. Aux vues des nombreuses 

interactions entre les systèmes dopaminergiques et sérotoninergiques (5-TH) et les 

altérations de la transmission sérotoninergique (5-HT) qui ont été décrites dans les maladies 

de Parkinson et de Huntington, je vais vous décrire plus en détails ce système notamment 

dans le GPe. 

Le GPe reçoit une abondante innervation sérotoninergique (5-HT) en provenance du noyau 

du raphé qui joue un rôle significatif sur le contrôle de l’activité pallidale autonome (Rav-Acha 

et al, 2008). En effet, la 5-HT peut inhiber la transmission synaptique excitatrice comme 

inhibitrice par une diminution de libération de neurotransmetteurs à travers les récepteurs 5-

HT1B-D pré-synaptiques, et moduler également l’excitabilité des neurones pallidaux par 

l’intermédiaire des récepteurs 5-HT1A et 5-HT7 post-synaptiques (Hashimoto & Kita, 2008 ; 

Rav-Acha et al, 2008). D’autre part, une déplétion du système sérotoninergique produit une 

augmentation de l’activité des enzymes responsables de la synthèse de GABA (135% 

d’augmentation par rapport au niveau contrôle) dans les MSNs striataux de la voie indirecte 

sans qu’il ne soit observé de réels changements dans le GPe (Di Cara et al, 2003). Cette 

dénervation produit aussi une augmentation des concentrations de glutamate extracellulaires 

striatales ce qui pourrait contribuer à augmenter la transmission striato-pallidale plutôt que 

de l’inhiber (Di Cara et al, 2001). Ceci suggère que dans la MP, la perte des neurones 5-TH 

peut contribuer à l’hyperactivité striato-pallidale. De surcroit, une dépolarisation striatale 

induite chez les rats déplétés en dopamine entraîne une augmentation des concentrations 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168010205002117#200002752
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de GABA extracellulaires plus importantes comparées aux animaux contrôles (Di Cara et al, 

2003). Ainsi, une diminution de la transmission 5-TH striatale peut également contribuer aux 

changements pathologiques de l’activité des MSNs GABAergiques striataux en augmentant 

leur réactivité à des stimuli dépolarisants. De façon intéressante, il a été montré lors de la 

dénervation dopaminergique, qu’une augmentation de l’innervation 5-HT pouvait se mettre 

en place dans le striatum et de manière simultanée dans le GPe après un traitement de L-

DOPA. Ces données suggèrent que les neurones 5-TH compensent la dégénérescence de 

la voie nigro-striée en vue de synthétiser de la dopamine. Il a été suggéré qu’un tel 

phénomène pouvait sous-tendre les dyskinésies liées à ce traitement (Zeng et al, 2010). 

L’ensemble des principales afférences pallidales décrites précédements est résumé dans la 

Figure 10 ci-dessous. 

 

 

Figure 10: Représentation schématique des 
principales afférences et efférences des neurones 
du GPe. Les synapses glutamatergiques sont 
représentées en rose, GABAergiques en bleu, 
dopaminergiques en vert et sérotoninergiques en 
violet. Abbréviations: GPe: globus pallidus externe 
GPi: globus pallidus interne; SNc: substance noire 
part compacte ; SNr: substance noire part réticulée; 
STN: noyau sous-thalamique (Galvan et al, 2006).

 

3. Diversité neuronale au sein du GPe 

A. Origine embryonnaire 

Un groupe de recherche, étudiant l’origine embryonnaire des neurones du GPe, a permis de 

mettre en évidence 5 classes distinctes de neurones pallidaux liées à leur origine 

embryonnaire et donc à leur profil d’expression de différents facteurs de transcription (Figure 

11) (Nobrega-Pereira et al, 2010). Trois populations majoritaires se distinguent. En effet, 

leurs données révèlent que les neurones exprimant le facteur de transcription Nkx2.1 sont 

issus de l’éminence ganglionnaire médiane (MGE) (~ 70% des neurones du GPe) et de l’aire 

pré-optique (POA). Cette population se divise en 2 groupes dont un exprimant en plus du 

facteur de transcription NKX2.1 la parvalbumine (PV), une protéine liant le Ca2+à l’âge 

adulte. Le troisième groupe, originaire de l’éminence ganglionnaire latérale (LGE) (~ 25% 

des neurones du GPe), est caractérisé par l’expression des facteurs de transcription Pax6 et 

Forkhead Box 2 (FoxP2) (Ferland et al, 2003 ; Nobrega-Pereira et al, 2010; Takahashi et al, 

2003 ).  
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Figure 11 : Classification des neurones du GPe selon leurs origines embryonnaires 
distinctes. A. Représentation schématique d’une hémi-section transversale montrant les 
origines embryonnaires des neurones du GPe. B. Tableau représentant la classification des 
neurones du GPe, en fonction de leur profil moléculaire et de leur origine embryonnaire. GP, 
globus pallidus externe ; H, Hippocampe ; CPu, noyau caudal du putamen ; PCx et NCx, cortex ; 
Str, striatum (Nobrega-Pereira et al, 2010). 

 

Partant de ces connaissances, deux études récentes ont permis la mise en relation du profil 

moléculaire de ces neurones avec leur expression de marqueurs neurochimiques et leurs 

différentes cibles structurales. Ces groupes de recherche ont affiné la classification des 

neurones pallidaux et établi que les neurones exprimant la PV expriment également le 

facteur de transcription NKX2.1. Ensuite, 30% de neurones dans le GPe sont positifs pour 

les enképhalines et expriment le facteur de transcription Forkhead Box 2 (FoxP2). Puis une 

faible proportion (environ 15%) de neurones sont négatifs pour la PV et la PPE mais 

expriment néanmoins le facteur de transcription NKX2.1 (Abdi et al, 2015 ; Dodson et al, 

2015). Il existe moins de 1% de co-localisation entre les neurones exprimant le facteur de 

transcription NKX2.1 et ceux exprimant FoxP2 et le neuropeptide PPE. En fonction des 

facteurs neurochimiques et transcriptionnels qu’ils expriment, les neurones ne projettent pas 

sur les mêmes structures et n’ont pas les mêmes fonctions durant le mouvement (Abdi et al, 

2015 ; Dodson et al, 2015). 

 

B. Diversité Morphologique et Neurochimique 

Bien que composé principalement de neurones GABAergiques (5% des neurones du GPe 

sont cholinergiques mais appartiennent au noyau basal de Meynert situé dans la partie 

ventrale du noyau) (Grove et al, 1986), les neurones pallidaux ont des propriétés 

électrophysiologiques et neurochimiques distinctes ainsi que des cibles de projection 

différentes (Mallet et al, 2012 ; Saunders et al, 2015b) ; Abdi et al, 2015). Une étude 

pionnière suggérait l’existence de deux populations neuronales GABAergiques dans le GPe 
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chez le rat (Kita, 1994) basée sur l’expression de la PV. Cette étude a révélé l’existance 

d‘une première population de neurones qui expriment la PV et qui représentent 

approximativement 2/3 des neurones pallidaux. Le tiers restant de neurones n’exprimant pas 

la PV constituant le 2ème groupe. Dans ce même article, ils ont pu montrer que ces 2 

groupes de neurones étaient également distinguables de par leur morphologie puisque en 

autre, le soma des neurones PV+ est en moyenne plus large que celui des PV-, et la forme 

et la localisation de leurs dendrites sont également différentes. En effet, en fonction de la 

morphologie dendritique, ces mêmes auteurs ont distingué également des neurones épineux 

et des neurones sans épines dendritiques (Kita & Kitai, 1994 ; Millhouse, 1986). Néanmoins, 

les deux types neuronaux reçoivent les mêmes entrées synaptiques excitatrices et 

inhibitrices extrinsèques et sont connectés les uns aux autres par leurs collatérales d’axones 

de façon similaire (Kita, 1994). Puis d’autres études ont affiné la classification de ces 

neurones en fonction de l’expression de marqueurs neurochimiques. Des recherches 

menées chez le rat décrivent l’existence de 3 populations neuronales différenciables par 

l’expression mutuellement exclusive de protéines liant le calcium: la PV, la calbindine D-28k 

(CB) et la calretinine (CR) (Cooper & Stanford, 2002). Certains des neurones pallidaux 

n’expriment aucunes protéines liant le calcium. Les neurones exprimant la PV représentent 

55% des neurones alors que ceux exprimant la CB uniquement 2% de l’ensemble des 

neurones. Les neurones CR sont rares (1% des neurones) et peuvent être assimilés à des 

interneurones (Cooper & Stanford, 2002). Une étude d’hybridation in situ dirigée contre la 

preproenkephaline combinée à des expériences d’immunohistochimie a permis d’établir 

qu’une population neuronale importante dans le GPe (42% des neurones) contient les 

ARNm de la preproenkephaline et que cette population innerve le striatum (Hoover & 

Marshall, 2002). Bien que la majorité de ces études s’accorde sur l’existence d’une 

population principale exprimant la PV, aucune classification claire n’avait été proposée. Ce 

n’est que grâce à des travaux très récents, combinant le marquage de protéines impliquées 

dans le développement avec celles classiquement utilisées chez le rongeur adulte, qu’une 

nouvelle classification a pu être établie. L’utilisation de souris transgéniques a permis de 

différencier deux populations majoritaires dans le GPe ayant des profils moléculaires, 

anatomiques et électrophysiologiques bien distincts. Il s’agit des neurones exprimant le 

facteur de transcription Lim homeobox 6 (Lhx6) et des neurones exprimant la PV (Mastro et 

al, 2014). Puis, une seconde étude a identifié les neurones exprimant le facteur de 

transcription Npas1 et les neurones exprimant la PV comme deux populations neuronales 

distinctes, n’ayant pas les mêmes cibles de projections (Hernandez et al, 2015). Pour finir, 

deux études (Abdi et al, 2015; Dodson et al, 2015 ) ont clairement défini que les neurones 

dérivant de l’éminence ganglionnaire médiane sont caractérisés par l’expression du facteur 

de transcription Nkx2.1 et pour une grande majorité d’entre-eux également la PV et Lhx6 
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(Figure 12). Ces neurones ont été identifiés comme étant les « neurones prototypiques » 

décrits pour la première fois par Mallet et al (Mallet et al, 2012) in vivo. Une deuxième 

population neuronale dérivant de l’éminence ganglionnaire latérale/caudale est caractérisée 

par l’expression du facteur de transcription FoxP2, de la PPE et de Meis2, un autre facteur 

de transcription (Figure 12). Cette population qui représente 25-28% des neurones du GPe 

correspond aux neurones arkypallidaux décrits par Mallet et al (Mallet et al, 2012) in vivo. Il 

est à noter que bien que NPas1 soit exprimé par les neurones arkypallidaux, ce dernier n’est 

pas un marqueur spécifique de cette population puisqu’il est aussi exprimé dans les 

neurones prototypiques.  

 

 

 

 

Figure 12: Signature moléculaire des 
neurones prototypiques et arkypallidaux. 
Schéma résumant les deux types 
majoritaires de neurones GABAergiques 
dans le GPe de rat en respectant leur 
proportion. Les neurones prototypiques sont 
représentés par la zone verte et les 
neurones arkypallidaux par la zone bleue 
(Abdi et al, 2015).  

C. Diversité structurale et efférences 

Ces différents types neuronaux sont également distinguables par leurs projections axonales. 

La majorité des neurones pallidaux sont des neurones de projections (Kita & Kitai, 1994) 

ayant des collatérales denses qui influencent l’activité des GB à plusieurs niveaux. Des 

études de marquage sur cellule unique montrent que ces neurones projettent sur le NST qui 

est sa principale cible, mais également sur le GPi/EP et la SNr (Bolam & Smith, 1992; 

Kincaid et al, 1991), et probablement aussi sur la SNc (Bevan et al, 1998; Kita & Kitai, 1994 ) 

et sur le noyau thalamique réticulaire (Cornwall et al, 1990). De plus, de ¼ à 1/3 des 

neurones du GPe chez le rongeur (Bevan et al, 1998) et plus de 30% de ces neurones chez 

le primate (Kita et al, 1999) renvoient des projections sur le striatum. Ces neurones 

innerveraient préférentiellement les interneurones GABAergiques striataux (Bevan et al, 

1998). Plus précisément, leur diversité neurochimique est reliée à leur cible de projections. 

En effet, les neurones doublement positifs pour le facteur de transcription NKX2.1 et la PV, 
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projettent presque exclusivement sur le NST. Ils sont maintenant connus sous le nom de 

« neurones prototypiques » (Abdi et al, 2015; Dodson et al, 2015 ; Mallet et al, 2012 ). La 

proportion des neurones prototypiques NKX2.1+ n’exprimant pas la PV, quant à eux 

projettent à la fois sur le NST et le STR (Figure 13) (Abdi et al, 2015; Dodson et al, 2015 ) et 

innervent préférentiellement les interneurones GABAergiques (Bevan et al, 1998). S’agissant 

des interneurones GABAergiques du striatum, il en existe une grande diversité, qui est 

différenciable par les protéines liant le calcium qu’ils expriment (Bolam et al, 2000). Il 

semblerait que les projections pallido-striatales envoyées par les neurones prototypiques 

NKX2.1+/PV- soient préférentiellement localisées sur les interneurones GABAergiques PV+ 

et NOS du striatum. Les neurones arkypallidaux envoient quant à eux leurs projections 

exclusivement sur le STR où ils forment des contacts synaptiques à la fois sur les MSNs et 

tous les types d’interneurones (Figure 13) (Abdi et al, 2015; Dodson et al, 2015 ; Mallet et al, 

2012 ). L’innervation striatale par les neurones arkypallidaux est très dense puisque qu’un 

seul neurone arkypallidal possède une arborisation axonale qui forme environ 10 000 

boutons synaptiques dans le STR. Cette dichotomie structurale des neurones pallidaux, bien 

que découverte chez les animaux parkinsoniens, a également été mise en évidence chez 

des rats et souris contrôles, ce qui suggère qu’elle n’est pas due à une réorganisation 

provoquée par la perte de dopamine (Abdi et al, 2015 ; Dodson et al, 2015). De ce fait, le 

GPe n’est pas un simple noyau relais comme il a pu être considéré dans le schéma 

Alexander et Crustcher mais plutôt un noyau intégrateur capable de moduler l’activité de 

l’ensemble des noyaux des GB. Le GPe projette aussi hors des GB (Chen et al, 2015b; 

Saunders et al, 2015b ). En effet, deux études récentes ont mis en lumière l’existence d’une 

projection de nature GABAergicque entre le GPe et le cortex et en particulier dans les 

couches profondes du cortex prémoteur frontal. Ces projections pallido-corticales ciblent en 

particulier les interneurones GABAergiques corticaux et en moindre mesure les cellules 

pyramidales. La nature de ces neurones pallido-corticaux n’est pas encore déterminée mais 

il est connu qu’ils reçoivent une dense innervation du striatum dorsal. Il a aussi été montré 

que les neurones du GPe projettent sur le noyau réticulaire du thalamus, suggérant que le 

GPe pourrait influencer directement la fonction motrice indépendamment des structures de 

sortie des GB (Divac et al, 1987 ; Haber et al, 1985 ; Shammah-Lagnado et al, 1996 ; Smith 

et al, 1998). L’ensemble de ces résultats amène à penser que le GPe est capable de par ses 

projections de moduler directement différents noyaux des GB mais également des structures 

extrinsèques à ce réseau telle que le cortex moteur, appuyant l’idée d’une importance 

capitale de ce noyau dans différents aspects comportementaux en conditions normales et 

pathologiques. 
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Figure 13: Signature moléculaire et principales projections des neurones prototypiques et 
arkypallidaux. Schéma résumant les deux types cellulaires majeurs dans le GPe innervant le NST 

à gauche (neurones prototypiques) et le striatum dorsal à droite (neurones arkypallidaux).  

 

D. Diversité életrophysiologique: 

D1. Propriétés électrophysiologiques in vitro en condition physiologique 

Les expériences in vitro visant à caractériser les propriétés électrophysiologiques 

intrinsèques des neurones du GPe ont principalement été réalisées sur des tranches aigues 

de rongeurs. Ces expériences ont révélé qu’au niveau électrophysiologique, les neurones du 

GPe présentent une vaste hétérogénéité et la classification en fonction de leurs propriétés 

intrinsèques reste très controversée (Deister et al, 2013; Gunay et al, 2008 ). Cependant, 

une caractéristique fondamentale et universelle de ces neurones est leur activité autonome. 

En effet, les résultats obtenus par Chan et al (Chan et al, 2004) démontrent que in vitro les 

neurones du GPe génèrent une activité autonome et régulière. Ceci leur est permis en 

particulier par la présence à leur surface de canaux HCN (Hyperpolarisation-activated Cyclic-

Nucleotid modulated Cation Non-selective Channel) et de courant sodiques persistants INaP 

(Chan et al, 2011; Chan et al, 2004 ; Mercer et al, 2007 ). Dans le GPe, les canaux HCN ont 

une désactivation relativement lente donc leur action dépolarisante se ressent tout au long 

de la décharge et d’autant plus après l’hyperpolarisation du neurone (Chan et al, 2004). Cela 



31 
 

aide à garantir que le potentiel de membrane ne se stabilise pas à des potentiels inférieurs à 

ceux nécessaires pour activer les canaux Na+. Néanmoins, il a été observé qu’alors que 

l’activité de décharge des neurones du GPe est assez régulière à haute fréquence, ces 

neurones peuvent décharger de manière irrégulière à basse fréquence. La régularité de leur 

activité électrique serait due aux propriétés des canaux potassiques de type SK activés par 

les conductances calciques qui sont présents dans ces neurones (Deister et al, 2009) même 

si les canaux HCN participent aussi activement à ces caractéristiques de décharge (Chan et 

al, 2011) puisqu’il a clairement été établi que leur blocage pharmacologique ralentit la 

décharge électrique et diminue la régularité des neurones du GPe. 

La grande variabilité électrophysiologique des neurones du GPe (Deister et al, 2013) 

provient certainement du fait que plus de 10 types de canaux voltage-dépendants différents 

sont présents sur la membrane plasmique de ces derniers (Baranauskas et al, 1999; Chan et 

al, 2004 ; Mercer et al, 2007 ; Surmeier et al, 1994 ). Dès lors, des différences d’expression 

de ces canaux vont contribuer aux activités électriques variables des différents neurones 

(Gunay et al, 2008). Diverses études se sont penchées sur la caractérisation des propriétés 

membranaires des neurones pallidaux dont la connaissance est cruciale dans la 

compréhension de son fonctionnement et ont proposé une classification de ces neurones. 

D’après les résultats de Cooper et Stanford (Cooper & Stanford, 2000) obtenus in vitro, les 

neurones du GPe peuvent être classés en trois catégories. Les neurones de type A, 

représentant 63% des neurones pallidaux, possèdent une large arborisation dendritique et 

leur fréquence de décharge spontanée est régulière. Les neurones de type B représentent 

32% des neurones pallidaux. Ces cellules sont spontanément actives et leur patron d’activité 

électrique est irrégulier. Les neurones de types C sont rares (5% des neurones pallidaux). Ils 

sont identifiables par leur gros corps cellulaire (27 × 15 μm) et ces neurones possèdent une 

large arborisation dendritique ce qui pourrait correspondre aux neurones cholinergiques du 

noyau basal de Meyert. Les neurones de type A pourraient correspondre aux neurones de 

type I décrits par Nambu & Llinas {Nambu, 1997 #1392; Nambu, 1994 #1393} alors que les 

caractéristiques des neurones de types B correspondent à celles des neurones de type II 

décrit par ces mêmes auteurs chez le cochon-d’inde. De plus, la morphologique des 

neurones de type B est similaire à celle des neurones décrits par (Millhouse, 1986). Une 

étude utilisant des stimulations computationnelles suggère que la variabilité intrinsèque des 

neurones du GPe est due à la diversité des canaux présents sur le neurone (Gunay et al, 

2008). De plus, les propriétés électrophysiologiques des neurones sont extrêmement 

dépendantes du contexte environnemental et des autres conductances présentes au 

moment de l’enregistrement (Gunay et al, 2008). Ainsi, cette étude suggère qu’il existerait un 

continuum concernant les propriétés électrophysiologiques des neurones et il serait 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2270075/#b31
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2270075/#b30
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impossible de les classer en fonction de ces critères. Une étude récente menée au 

laboratoire a permis de clarifier le nombre de sous-populations neuronales du GPe grâce à 

une corrélation entre la présence d’un marqueur neurochimique et les propriétés 

électrophysiologiques intrinsèques des neurones du GPe chez le rat (Figure 14) (Abdi et al, 

2015). Les auteurs ont montré que les neurones prototypiques exprimant la Parvalbumine 

(PV) sont caractérisés par un taux de décharge spontané rapide et régulier (25-30Hz), des 

rebonds d’inhibition, une accommodation de leur fréquence de décharge, un courant Ih 

participant à l’activité pacemaker et une amplitude de l’AHP (After hyperpolarisation 

potential) faible alors que les neurones arkypallidaux, exprimant le facteur de transcription 

FoxP2 et le neuropeptide PPE déchargent à basse fréquence (5Hz) et de manière 

irrégulière. Ils n’ont pas la capacité de rebond après une bouffée de potentiel d’actions (PA) 

et ont une amplitude de l’AHP prononcée (deux fois plus importante que celle des neurones 

prototypiques PV+). Les neurones prototypiques n’exprimant pas la PV (uniquement 

Nkx2.1+) ont quant à eux des propriétés intermédiaires. Ces résultats suggèrent que la 

différence d’excitabilité entre les neurones prototypiques et arkypallidaux repose en partie 

sur la différence d’amplitude des courants INaP qui sont deux fois plus grands chez les 

neurones prototypiques que chez les neurones arkypallidaux et sur des différences de 

densités de canaux CavH et Kv4 pouvant respectivement sous-tendre les différences 

observées entre l’amplitude de l’AHP et le taux de décharge spontané des deux types 

neuronaux pallidaux.  

D2. Propriétés életrophysiologiques in vivo en condition physiologique 

In vivo, les neurones du GPe ont une activité autonome (DeLong, 1971 ; Filion & Tremblay, 

1991). Selon différentes études, les neurones du GPe ont un taux de décharge moyen 

compris entre 10-40Hz (Cruz et al, 2009; Kita & Kitai, 1991 ; Ni et al, 2000 ) en condition 

contrôle qui est largement diminué en condition parkinsonienne (Cruz et al, 2009). 

Néanmois, certaines données remettent en cause cette hypoctivité des neurones du GPe en 

condition parkinsonienne (Levy et al, 1997). De manière générale, les neurones pallidaux 

enregistrés in vivo affichent un taux de décharge régulier, à haute fréquence qui est 

interrompu par des pauses. L’activité globale de ces neurones in vivo est désynchronisée 

(DeLong, 1971, Bergman, 1998 #1429). Comme les neurones du GPe reçoivent leurs 

principales afférences du striatum, ils diminuent globalement leur activité de décharge au 

cours du mouvement. Mais ils reçoivent également de denses entrées excitatrices du NST 

qui peuvent accélérer leur fréquence de décharges. Malgré le fait que les neurones pallidaux 

n’ont pas besoin des entrées synaptiques pour maintenir leur activité, les pauses observées 

in vivo apparaissent dépendre des entrées synaptiques GABAergiques du striatum et 
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glutamatergique du NST ainsi que de leur modulation inter-neuronale réciproque (Kita & Kita, 

2011; Noblejas et al, 2015). 

 

 
Figure 14: Propriétés électrophysiologiques in vitro des neurones prototypiques et 
arkypallidaux du GPe. A-B. Activité de décharge typique de neurones prototypiques enregistrés 
en configuration patch perforé. De gauche à droite : Activité de décharge spontanée, activité de 
décharge évoquée induite par l’injection de 100 pA de courant pendant 2 s, et en réponse à un 
créneau de courant hyperpolarisant (−100 pA ou −80 pA pendant 500 ms; produisant une 
déflexion du potentiel de ∼ 40 mV (flèche noire) suivi d’un “sag qui est un phénomène 
d’échappement à l’hyperpolarisation provoqué par l’activation des canaux HCN. A droite, images 
du neurone enregistré rempli à la biocytine (Bc) sur lequel un marquage immunohistochimique a 
été réalisé l’identifier sa nature moléculaire. Ce neurone est PV-positif et donc identifié comme 
un neurone prototypique. C. Même description qu’en A et B mais pour un neurone arkypallidal 
exprimant le marqueur FoxP2. Température d’enregistrement : 32°C. 

 

Ainsi, le mode d’activité de ces neurones repose sur un équilibre entre leur propriété 

pacemaker et la modulation synaptique qu’ils reçoivent. D’après différentes données issues 

d’enregistrements électrophysiologiques extracellulaires, réalisés in vivo chez le singe, les 

neurones du GPe ont été classés en deux grandes catégories. Les plus nombreux sont des 

neurones qui déchargent à haute fréquence et ayant des pauses spontanées de leur activité. 

Ces neurones sont nommés « high frequency pausers » (HFP). Puis une seconde population 

minoritaire de neurone pallidaux déchargent à basse fréquence et plutôt en ayant une 

activité en bouffées de PA. Ces neurones sont appelés « low frequency bursters » (LFP) 

(Figure 15) (DeLong, 1971, Gardiner, 1992 #3141). De plus, des études également 
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réalisées chez le singe, ont montré que la forme des PA de ces neurones est différente 

(Bugaysen et al, 2010). Ceci suggère l’existence de différentes propriétés cellulaires dans la 

génération des PA. Des enregistrements réalisés chez l’homme confirme l’existence de 

plusieurs types cellulaires dans le GPe (Magnin et al, 2000) suggérant que ces sous-

populations sont conservées chez l’Homme. Les expériences réalisées chez le rat 

anesthésié révèlent qu’environ 70% des neurones pallidaux ont une activité régulière 

continue, d’autres affichent une activité en bouffées de PA périodiques et d’autres ne 

déchargent pas spontanément. Une partie des neurones présentant une activité continue 

peut être activée par des stimulations antidromiques dans le STR, le NST ou la SN alors que 

ce n’est pas le cas de ceux présentant une activité en bouffées. Un très faible nombre de 

neurones silencieux présente une réponse antidromique uniquement lors d’une stimulation 

du STR (Kita & Kitai, 1991). Ces profils d’activités sont en partie retrouvés chez le singe 

concernant les neurones HFPs et LFBs. Les neurones HFP et LFP enregistrés chez le 

primate semblent correspondre respectivement aux neurones prototypiques et arkypallidaux 

retrouvés chez les rongeurs. 

 

Figure 15: Profils électrophysiologiques typiques d’un neurone « high frequency pauser » 
(HFP) (A) et d’un neurone « low frequency burster » (LFP) (B) décrits chez le singe. 

 

D3. Propriétés électrophysiologiques pathologiques in vivo 

 Animal éveillé 

L’activité du GPe est fortement perturbée en condition parkinsonienne. En effet, chez le 

singe MPTP éveillé et les patients parkinsoniens, le profil d’activité de ces neurones change 

par rapport aux données obtenues en condition contrôle. Une activité de décharge 

synchronisée, rythmique et en bouffées de PA émerge du GPe. De plus, la variabilité 

moyenne de l’activité de décharge augmente et les neurones du GPe deviennent hypoactifs 

(Filion & Tremblay, 1991 ; Magnin et al, 2000; Nini et al, 1995 ). Des résultats similaires sont 

obtenus chez le rat lésé à la 6-OHDA. L’intensité de ces changements varie avec le temps et 

la sévérité de la lésion dopaminergique. L’ensemble de ces changements 
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électrophysiologiques sont associés à certains symptômes tels que l’akinésie et les 

tremblements de repos observés dans la MP. L’hypoactivité des neurones du GPe peut être 

expliquée par une hyperactivité de la voie striato-pallidale comme le prédit le modèle 

classique d’organisation anatomo-fonctionnelle des GB décrit par Alexander et crutcher 

(Alexander et al, 1990). Pour étayer cette hypothèse, une augmentation des pauses 

d’activité est observée uniquement au niveau des neurones du GPe. Ce résultat est en 

faveur d’une augmentation des entrées inhibitrices dans le GPe (Kita & Kita, 2011). Mais 

d’autres hypothèses sont également envisagées telles qu’une perte d’excitabilité intrinsèque. 

En effet, une étude menée sur des souris parkinsoniennes montre que les neurones du GPe 

subissent une réduction d’expression des canaux HCN ce qui a pour conséquence une 

réduction de l’activité de décharge de ces neurones (Chan et al, 2011).  

L’émergence d’activités oscillatoires au niveau du GPe chez les modèles animaux de la MP 

est une autre signature électrophysiologique de cette pathologie. Ces oscillations, mesurées 

au niveau de potentiels de champs locaux (LFP), sont situées dans la gamme de fréquence 

des ondes β (entre 15-30Hz) et sont dues à la synchronisation excessive des neurones du 

GPe (Nini et al, 1995). Les oscillations β du GPe sont de moins grande amplitude que celles 

observées dans le NST et le GPi (Sharott et al, 2005). Les canalopathies touchant en 

particulier les canaux HCN et Na+ dans les neurones du GPe lors de la MP pourraient avoir 

une implication dans l’établissement de ces ondes lentes (Chan et al, 2011 ; Hashimoto & 

Kita, 2006). Il a également été montré que la boucle de rétrocontrôle existant entre le GPe et 

le NST joue un rôle important dans l’apparition de ces oscillations. En effet, une étude 

menée chez le singe MPTP révèle que l’injection d’un antagoniste glutamatergique dans le 

NST ou de muscimol (agoniste des récepteurs GABAA) dans le GPe, a pour conséquence un 

renforcement de la voie pallido-sous-thalamique, conduisant à une profonde réduction des 

oscillations β dans le réseau GPe-NST (Tachibana et al, 2011). 

 Animal anesthésié 

Chez le rat anesthésié, des données révèlent que les neurones du GPe ont une fréquence 

de décharge plus lente suite à une déplétion dopaminergique par rapport à la situation 

contrôle. Il apparait également une synchronisation entre les neurones et l’émergence 

d’activité dans la gamme des oscillations β (Mallet et al, 2008a) ce qui est aussi observé au 

niveau du NST (Mallet et al, 2008a ; Sharott et al, 2005). De plus, des observations révèlent 

que chez des rats parkinsoniens anesthésiés, durant les vagues d’activité lentes corticales 

(SWA), les neurones prototypiques déchargent en antiphase avec l’activité corticale alors 

que les neurones arkypallidaux déchargent en phase avec cette dernière (Figure 16) (Mallet 

et al, 2012). Cette dichotomie fonctionnelle est retrouvée chez les rats contrôles (Figure 16) 

(Abdi et al, 2015) ce qui prouve qu’elle n’est pas une adaptation induite par le 
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développement de la MP. Mais chez les animaux contrôles, les neurones prototypiques 

déchargent de manière très régulière et sans coordination avec les vagues d’activité 

corticale, alors que la déplétion dopaminergique induit une profonde irrégularité de leur 

activité et les couple en anti-phase avec les vagues d’activité de ce dernier. La perte 

dopaminergique a peu d’effet sur les neurones arkypallidaux qui en condition contrôle et en 

condition parkinsonienne sont couplés en phase avec l’électrocorticogramme (EcoG) même 

s’il est à noter un couplage plus important en condition parkinsonienne (Abdi et al, 2015).  

 

 

Figure 16 : Activité de décharge spontanée in vivo de neurones prototypiques et 
arkypallidaux identifiés par leur profil moléculaire spécifique chez les rats témoins et 6 -
OHDA. A. Activité typique d’un neurone prototypique du GPe enregistré chez un rat témoin 
pendant l’enregistrement simultané de l’électrocorticogramme (ECoG). Le même neurone a été 
enregistré pendant une activité corticale à ondes lentes (SWA) et une activation corticale. B. 
Même description qu’en A mais chez un rat 6-OHDA. C. Même description qu’en A mais sur un 
neurone arkypallidal du GPe. D. Même description qu’en C mais chez un rat 6-OHDA. (Abdi et 
al, 2015).  

 

4. Fonctions du globus pallidus externe 

A. Fonction du globus pallidus externe dans le mouvement 

A1 En conditions physiologiques 

C’est Delong (DeLong, 1971) qui a pour la première fois montré que l’activité électrique des 

neurones du GPe était associée au mouvement. Chez le primate non humain, les neurones 
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du GPe déchargent en bouffées de PA avec des pauses qui se callent en phase avec le 

mouvement. Les neurones du GPe déchargent plutôt après le mouvement, ce qui va dans le 

sens d’un rôle dans la régulation de l’action plutôt que dans son initiation (DeLong, 1971). 

Egalement, à partir d’enregistrements extracellulaires obtenus chez le rat, il a été montré que 

l’activité de décharge des neurones du GPe est en association avec le mouvement lors 

d’une tâche comportementale apprise. En effet, les neurones changent leur fréquence de 

décharge en association avec des mouvements de la tête qui sont déclenchés par l’émission 

d’un son (Gardiner & Kitai, 1992). De plus, cette étude montre que l’activité de décharge de 

ces neurones est également différente suivant l’orientation du mouvement et qu’elle est 

dépendante du contexte dans lequel est déclenché ce mouvement. En effet, une proportion 

des neurones sont actifs lors de l’écoute du son alors que d’autres le sont lors du 

mouvement à proprement parler. Ces données sont en accord avec l’hypothèse que l’activité 

des neurones dans les GB pendant le mouvement est hautement dépendante du contexte 

dans lequel est associée l’initiation du mouvement. De manière intéressante, une inhibition 

pharmacologique unilatérale de l’activité du GPe induite par une potentialisation de la 

transmission GABAergique synaptique par le zolpidem au niveau de ce noyau provoque un 

comportement rotatoire chez le rat (Chen et al, 2004b). Ces expériences suggérent qu’une 

hypoactivité du GPe entraîne un syndrome hypokinétique. A l’inverse, le blocage de la 

transmission GABAergique par infusion de bicucculine au niveau du GPe chez le singe 

produit des dyskinésies sévères (Matsumura et al, 1995). L’ensemble de ces résultats 

suggèrent un rôle primordial des neurones pallidaux durant plusieurs étapes du mouvement 

telles que l’initiation et la réalisation proprement dite. Plus récemment, le groupe du Dr Peter 

Magill s’est intéressé aux différents rôles fonctionnels que pourraient avoir les neurones 

prototypiques et les neurones arkypallidaux dans le contrôle du mouvement volontaire. Il a 

ainsi été mis en évidence que les neurones prototypiques du GPe, qui déchargent à haute 

fréquence quand l’animal est éveillé au repos, changent d’activité de manière hétérogène 

pendant le mouvement, avec une majorité de ces neurones (51.15%) diminuant leur activité 

de décharge. Contrairement aux neurones prototypiques, les neurones arkypallidaux 

déchargent à basse fréquence au repos et augmentent fortement leur activité de décharge 

électrique pendant le mouvement. Ces données suggèrent que les neurones prototypiques 

et arkypallidaux participent de manière différentielle à l’encodage du comportement moteur 

(Figure 17) (Dodson et al, 2015).  
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B 

 

Figure 17: Exemples de traces électrophysiologiques représentant les différents 
changements d’activité des neurones prototypiques (A) et arkypallidaux (B) du GPe 
pendant un mouvement spontané chez la souris. Le mouvement est représenté par les barres 
épaisses noires au dessus des traces électrophysiologiques. EMG: électromyogramme. Au 
centre de l’illustration, nous pouvons voir le rasterplot de l’activité de décharge des neurones 
prototypiques en (A) et arkypallidaux en (B). Le mouvement est représenté par le rectangle gris. 
A droite de l’image est représenté la moyenne de décharge de l’ensemble des neurones 
prototypiques (A) et arkypallidaux (B) enregistrés durant le mouvement (zone grise)  (Dodson et 
al, 2015). 

 

A.2 En conditions parkinsoniennes 

La stimulation chronique à haute fréquence dans le NST de patients parkinsoniens est 

connue depuis de nombreuses années pour améliorer les symptômes moteurs. Bien que 

l’augmentation de l’activité neuronale du NST et du GPi soit considérée comme l’élément 

fondamental de la pathologie de la MP, le rôle précis du GPe dans l’induction de ces 

changements reste posé. Comprendre le rôle du GPe dans les GB est un élément essentiel 

dans le développement de futures avancées médicamenteuses et chirurgicales pour le 

traitement de la MP. Plusieurs études se sont donc intéressées à l’impact d’une telle 

stimulation dans le GPe. Comme il a été montré, chez des patients parkinsoniens, une 

stimulation électrique à haute fréquence (SHF, >100Hz) autant dans le GPi que le GPe 

améliore les symptômes parkinsoniens moteurs (Vitek et al, 2004). Malheureusement des 

mouvements dyskinétiques peuvent apparaître de manière plus prononcée si la SHF est 

appliquée au niveau du GPe par rapport au GPi (20% vs. 9%). D’autres recherches ont 
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impliqué directement le GPe dans la physiopathologie de la MP. En effet, des données 

montrent que la lésion du GPe exacerbe les symptômes moteurs chez le singe MPTP, 

modifie l’activité du GPi et réduit les effets thérapeutiques de l’apomorphine (agoniste 

dopaminergique non spécifique) (Zhang et al, 2006). De plus, il a été montré que la déplétion 

dopaminergique chez le rat 6-OHDA et le singe MPTP entraîne une mort neuronale 

spécifique des neurones PV+ du GPe (Fernandez-Suarez et al, 2012). Ces neurones 

appartiennent au groupe de neurones prototypiques du GPe qui projettent massivement sur 

le NST et le GPi. Leur dégénérescence pourrait entraîner un déficit d’inhibition au niveau du 

NST et du GPi et ainsi participer aux modifications d’activité observées dans ces deux 

noyaux lors de la MP.  

B. Autres fonctions du globus pallidus externe 

B.1. Cycles veille/sommeil 

Bien que le réseau des GB ne soit pas directement associé au contrôle du cycle veille-

sommeil, il a été montré que ce réseau et en particulier le GPe joue un rôle non négligeable 

dans la régulation de cette fonction. En effet, des épisodes d’insomnies ont été observés 

chez des rats ayant subi une lésion du GPe conduisant à une forte augmentation (environ 

45%) de l’éveil total et d’une fragmentation des cycles veille/sommeil (Qiu et al, 2010). 

Cependant, ces cycles veille/sommeil ne sont pas affectés par la lésion des neurones du 

NST ou de ceux du GPi (Gerashchenko et al, 2006; Qiu et al, 2010 ), ce qui suggère un rôle 

prédominant du GPe. De manière intéressante, l’apparition d’ondes corticales lentes pendant 

l’éveil a été observée chez le rat avec des lésions du STR, du noyau accumbens et du GPe. 

Une projection GABAergique pallido-corticale a récemment été mise en évidence (Chen et 

al, 2015b; Saunders et al, 2015b ), suggérant l’existence d’une boucle cortico-striato-pallido-

corticale régulant les cycles veilles/sommeil. Les changements de cycles veille-sommeil 

impliqueraient ainsi cette voie pallido-corticale dont la mise en jeu aurait pour effet d’inhiber 

les cellules pyramidales corticales et donc de promouvoir le sommeil (Qiu et al, 2010). Ce 

mécanisme reste pour le moment hypothétique et nécessite d’être vérifié. 

B.2. Apprentissage 

De manière générale, les GB sont impliqués dans l’exécution de différents processus 

cognitifs et mnésiques. Des données obtenues à partir de modèles computationnels 

prédisent que non seulement le STR mais également le GPe ont un rôle majeur dans les 

processus d’apprentissage. Le GPe serait notamment impliqué dans le comportement 

d’exploration lié à l’association d’un stimulus à une récompense (Schroll et al, 2015b). Ce 

modèle a été conforté par l’enregistrement des potentiels de champs locaux dans le GPe 
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montrant une augmentation d’activité de ces neurones durant une telle tâche 

d’apprentissage chez l’Homme (Schroll et al, 2015b). Ce rôle dans un tel processus cognitif 

pourrait expliquer les déficits apparaissant chez les patients atteints de la MH lors de la 

dégénérescence des MSNs striataux. En effet, un modèle computationnel suggère que la 

lésion des voies directe et indirecte des GB est la majeure source de déficits d’apprentissage 

apparaissant chez ces patients alors que la diminution des niveaux cérébraux de dopamine 

ne semble pas être impliquée dans ces déficits (Schroll et al, 2015a).  

B.3. Stress et anxiété 

La corticotropine ou CRF (Corticotropin-releasing factor), est un facteur neuroendocrinien 

d’origine hypothalamique de réponse au stress (Spiess et al, 1981). Il a été montré qu’une 

activation chronique du système CRF produit une anxiété sévère et des états dépressifs 

(Holsboer, 1999). Le CRF exerce ses actions physiologiques via le récepteur CRF de type 1 

(CRFR1) qui est largement exprimé à travers le cerveau et l’hypophyse des mammifères. De 

manière intéressante, le CRFR1 est hautement exprimé dans les régions cérébrales 

principalement impliquées dans les fonctions motrices et sensorielles dont le GPe (Van Pett 

et al, 2000). Des études ont suggéré un possible rôle du CRF dans le GPe dans la réponse 

au stress. En effet, dans des modèles animaux ayant une surexpression cérébrale du facteur 

CRF, l’expression des mRNA du CRFR1 est réduit dans le GPe (Korosi et al, 2006; 

Sztainberg et al, 2011 ) alors que la concentration de CRF est augmentée dans le STR (la 

principale afférence du GPe) de rats en situation de stress général (Fadda & Fratta, 1997). 

Cependant, contrairement à ce qui est connu sur les effets anxiolytiques de l’ablation de 

CRFR1, Sztainberg et collègues ont montré, qu’une sous-expression des ARNm de CRFR1 

dans le GPe avait pour effet d’augmenter significativement l’état anxieux des animaux 

(Sztainberg et al, 2011). De surcroît, il a été montré que le CRF favorise la libération de 

GABA et d’enképhaline (un opioïde endogène anxiolytique) dans le GPe de rats 

(Sirinathsinghji & Heavens, 1989 ; Sirinathsinghji et al, 1989) ce qui est confirmé par la 

diminution d’expression d’enképhaline dans le GPe de souris CRFR1 knock-out (KO). Le 

CRFR1 étant exprimé par les neurones du GPe, il serait possible de suspecter un 

mécanisme par lequel le CRF modulerait la libération d’enképhaline striatale (Sztainberg et 

al, 2011) pouvant expliquer son rôle dans l’état anxieux. L’ensemble de ces résultats 

suggèrent que le GPe peut avoir un rôle important dans le comportement émotionnel et la 

réponse au stress dû à l’action du CRF. 
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IV.  La transmission GABAergique 

1. Métabolisme du GABA 

L'acide gamma-aminobutyrique ou GABA est synthétisé à partir de la décarboxylation du 

glutamate (acide aminé excitateur) grâce à une enzyme, la GAD (Glutamic Acid 

Decarboxylase ou Glutamate Decarboxylase) présente dans le cytosol des terminaisons 

axonales GABAergiques. Cette enzyme a pour cofacteur le pyridoxal phosphate (PLP - ou 

vitamine B6) sans qui, elle ne peut pas fonctionner (Mathews & Diamond, 2003). Il existe 

deux isoformes de la GAD: GAD65 et GAD 67. Ces deux isoformes ont le même site actif 

mais elles diffèrent par leur localisation cellulaire et leur mode de fonctionnement vis à vis de 

leur cofacteur, le PLP. La GAD 65 est préférentiellement présente dans les terminaisons 

axonales et n’est pas saturée en PLP. Son activité peut être augmentée par l’élevation du 

taux de PLP dans les terminaisons. Ce mécanisme permettrait la production accrue et rapide 

de GABA alors que la GAD 67, plutôt somato-dendritique, est saturée in vivo par le PLP, ce 

qui sous-tend probablement une production et une libération tonique de GABA par les 

neurones qui l’expriment (Mathews & Diamond, 2003). A la surface des neurones pré-

synaptiques GABAergiques, est présent le transporteur du glutamate EAAT3 (Excitatory 

amino-acid transporter 3) qui est responsable de la recapture de glutamate de l’espace 

extracellulaire servant à la synthèse de GABA (Rowley et al, 2012). La GAD65 est 

étroitement liée aux transporteurs vésiculaires de GABA (VGAT) situés sur les vésicules de 

libération (Wu et al, 2007) ce qui permet au glutamate, dès sa recapture, d’être converti en 

GABA et ainsi d’être rapidement stocké dans les vésicules de libération synaptiques (Jin et 

al, 2003). Les astrocytes participent aussi à la synthèse du GABA puisque la glutamine qui 

est également un précurseur du GABA, est uniquement synthétisée dans les cellules gliales 

à partir du glutamate capté de la fente synaptique. Cette réaction est catalysée par la 

glutamine synthétase, enzyme exclusivement localisée dans les cellules gliales. La 

glutamine est ensuite libérée dans l’espace extracellulaire et captée par les terminaisons 

axonales inhibitrices pour être transformée en GABA. Il a également été montré que les 

astrocytes possèdent les différentes isoformes de GAD ce qui suggère qu’ils ont la capacité 

de synthétiser directement du GABA (Lee et al, 2011a). En outre, très récemment, une 

nouvelle voie de synthèse de GABA dépendante de la MAOB, une enzyme mitochondriale a 

été mise en évidence dans les astrocytes (Yoon et al, 2014) (Jo et al, 2014). Après sa 

libération dans la fente synaptique, le GABA est rapidement capté de l’espace extracellulaire 

par des transporteurs (GATs) dans les neurones et les cellules gliales. Ce mécanisme 

http://neurobranches.chez-alice.fr/neurophy/aaexcit.html


42 
 

régulateur détermine une transmission inhibitrice adéquate, maintient l’homéostasie 

GABAergique en évitant une activation excessive des récepteurs et régule aussi le 

débordement du neurotransmetteur vers les synapses voisines. A l’heure actuelle, 4 types 

de transporteurs au GABA ont été mis en évidence et clonés (GAT-1, GAT-2, GAT-3 et GAT-

4) (Rowley et al, 2012). Une fois recapté par les neurones, le GABA est recyclé ou dégradé 

en succinate par l’intervention successive de deux enzymes : la GABA transaminase 

mitochondriale (GABA-T), dont le cofacteur est le PLP, qui transforme le GABA en acide 

succinique semi-aldéhyde puis, la semi-succinique aldéhyde déshydrogènase (SSA-D), dont 

le cofacteur est le NAD-H+, qui transforme l’acide succinique semi-aldéhyde en succinate, 

voie d’entrée dans le cycle de Krebs (Figure 18) (Rowley et al, 2012). 

 

Figure 18 : Métabolisme du GABA. Schéma caractérisant la libération, le transport et la 
synthèse de GABA dans une synapse GABAergique. Le neurone pré-synaptique est en vert, le 
neurone post-synaptique en orange et la glie en jaune. GAD: Glutamate Decarboxylase ; GABA-
T : GABA transaminase mitochondriale ; GAT-1 : transporteur neuronal du GABA ; GAT-3 : 
transporteur glial du GABA, SN : Système N, transporteur glial de la glutamine ; SA : Système A, 
transporteur neuronal de la glutamine 

 

2.  Les récepteurs GABAergiques 

Le GABA exerce ses effets inhibiteurs dans le système nerveux central des Vertébrés par 

l'intermédiaire d'au moins trois types de récepteurs : le récepteur GABAA, le plus connu, le 

récepteur GABAB et le récepteur GABAC. Les récepteurs GABAA et GABAC sont des 

récepteurs ionotropes qui augmentent la perméabilité membranaire aux ions chlorures et 

http://lecerveau.mcgill.ca/flash/a/a_01/a_01_m/a_01_m_ana/a_01_m_ana.html
http://lecerveau.mcgill.ca/flash/a/a_01/a_01_m/a_01_m_ana/a_01_m_ana.html
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bicarbonates alors que le récepteur GABAB est un récepteur métabotrope qui module 

l'ouverture des canaux calciques et potassiques grâce à des seconds messagers impliquant 

une protéine G. 

A.  Les récepteurs GABAB 

Les récepteurs GABAB sont les récepteurs métabotropiques du GABA. Ils sont associés à 

une protéine G (protéines liant le GTP). La protéine Go peut être couplée à un canal calcique 

(Ca2+) ou à un canal potassique (K+). Quand ils sont situés en pré-synaptique, les 

récepteurs GABAB semblent essentiellement couplés aux canaux calciques (blocage de 

l’entrée de calcium) et régulent l’exocytose des neurotransmetteurs présents dans les 

terminaisons nerveuses (Pinard et al, 2010). L’inhibition des canaux calciques passe par les 

protéines Gi/o couplées au récepteur alors que l’inhibition de l’exocytose passe par un 

blocage de la machinerie de fusion membranaire (Pinard, 2010). La protéine Gi inhibe 

l’adénylate cyclase (AC). Ce faisant, elle provoque une réduction intracellulaire d’AMP 

cyclique, ce qui peut conduire à une inhibition de la libération de neurotransmetteurs (Chen 

et al, 2002). La population post-synaptique de récepteurs GABAB semble préférentiellement 

couplée aux canaux GIRK (courant potassique rectifiant activé par les protéines G) (Jones et 

al, 1998), entrainant une augmentation de conductance aux ions K+ et donc, une 

hyperpolarisation des neurones post-synaptiques. Ces récepteurs sont hétérodimériques. Ils 

sont constitués de deux sous-unités, GABAB1 (GB1) qui présente deux isoformes (GB1a et 

GB1b) et GABAB2 (GB2). Lorsque GB2 et GB1 sont co-exprimés, cela permet alors la 

formation d’un récepteur fonctionnel présentant toutes les propriétés d‘un récepteur GABAB 

neuronal (Galvez et al, 2000). Ces données supportent donc l’hypothèse d’une trans-

activation allostérique du récepteur GABAB. En effet, l’interaction des deux sous-unités au 

niveau de leur extrémité C-terminale permet l’adressage à la surface cellulaire d’un 

hétérodimère fonctionnel capable de lier le GABA via GABAB1 ce qui conduirait à l’adoption 

par GB2 d’une conformation favorable à un couplage aux protéines G (Duthey et al, 2002; 

Galvez et al, 2000 ). Cette interaction GB1/GB2 semble très spécifique. Cependant, les deux 

sous-unités généralement colocalisées dans la plupart des régions du cerveau (Jones et al, 

1998) se retrouvent parfois exprimées dans des régions distinctes. Par conséquant, il n’est 

pas exclu que ces sous-unités peuvent avoir des fonctions indépendantes qui ne sont encore 

déterminées à ce jour. 

Dans le GPe chez le singe, des récepteurs GABAB1 et GABAB2 ont été identifiés en pré-

synaptique sur les synapses striato-pallidales et en post-synaptique sur les neurones 

pallidaux (Charara et al, 2005; Chen et al, 2004a ; Smith et al, 2000 ). Leur présence est 

également retrouvée au niveau pré-synaptique dans les synapses asymétriques. 

Occasionnellement, des récepteurs GABAB1 sont également sur les corps cellulaires et les 

http://lecerveau.mcgill.ca/flash/a/a_01/a_01_m/a_01_m_ana/a_01_m_ana.html
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prolongements astrocytaires (Smith et al, 2000). Les études de microscopie électronique 

révèlent que les récepteurs GABAB sont principalement localisés sur le soma et les dendrites 

des neurones du GPe mais au niveau extra-synaptique (Smith et al, 2000). Bien que le rôle 

exact des récepteurs GABAB ne soit pas bien connu dans le GPe, ils régulent l’efficacité de 

la transmission GABAergique au niveau de ce noyau (Kita et al, 2006). Au niveau 

électrophysiologique, chez le singe, l’injection de CGP55845, un antagoniste spécifique des 

récepteurs GABAB provoque une augmentation du taux de décharge spontané des neurones 

du GPe et augmente également leur régularité (Kita et al, 2006) montrant qu’ils jouent un 

rôle dans le contrôle l’activité électrique spontanée des neurones pallidaux. Cependant 

l’activation de ces récepteurs nécessite des stimulations répétées du STR ou du GPe ce qui 

suggère que leur activation nécessite une libération prolongée de GABA (Kita et al, 2006). 

Ces observations suggèrent que les récepteurs GABAB peuvent être activés quand les 

concentrations de GABA ambiant sont élevées dans le GPe notamment durant des activités 

en bouffées des neurones du GPe. 

B. Les récepteurs GABAc 

Les récepteurs de type GABAC peuvent être considérés comme une sous-classe de 

récepteurs GABAA, (décrite de manière exhaustive dans le paragraphe suivant) c'est-à-dire 

des récepteurs canaux laissant entrer des ions chlorures lorsqu'ils sont activés. Mais 

contrairement aux réponses rapides et transitoires obtenues par les récepteurs GABAA, les 

récepteurs GABAC ont des réponses lentes et soutenues qui sont dues à leur différente 

composition en sous-unités (Feigenspan & Bormann, 1994; Lukasiewicz, 1996 ). 

Pharmacologiquement, les récepteurs GABAC sont peu sensibles à la bicuculline et au 

baclofen, et ne sont pas sensibles à beaucoup de modulateurs des récepteurs GABAA 

(comme les benzodiazépines, les barbituriques et les stéroïdes) (Shimada et al, 1992). Les 

récepteurs GABAC sont activés soit directement par le GABA ou le muscimol mais aussi par 

son précurseur le « Cis-aminocrotonic acid » (CACA), ce qui n'est pas le cas des deux 

autres familles de récepteurs GABAergiques (Feigenspan & Bormann, 1994). Ils sont 

également plus sensibles au GABA que les récepteurs GABAA et GABAB (Feigenspan & 

Bormann, 1994). Comme d'autres canaux-ligands, ce récepteur est constitué par cinq sous-

unités rho « ρ1-3 » disposées autour d'un pore central. Comme pour le canal GABAA, quand 

le pore est ouvert, il est perméable aux ions chlorures, bien que sa conductance soit plus 

faible que celle des récepteurs GABAA (Feigenspan & Bormann, 1994; Lukasiewicz, 1996 ).  
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C.  Les récepteurs GABAA 

Sous la dénomination de récepteur GABAA, on désigne un récepteur hétéropentamérique 

transmembranaire formé de 5 sous-unités de stœchiométrie 2α, 2β et 1 sous-unité variable 

disposées autour d'un pore central, perméable préférentiellement aux ions chlorures (Cl-) 

mais aussi aux ions bicarbonates (HCO3
-). 19 isoformes de sous-unités ont été identifiées 

(α1–6, β1–3, γ1–3, δ, ε, θ, π), chacune produite par un gène différent mais avec une grande 

homologie entre elles. De manière générale, une sous-unité de récepteur GABAA est 

composée de 4 domaines transmembranaires (TM). LeTM2 forme le pore du récepteur-

canal, et les deux domaines C- et N-terminal sont localisés dans le milieu extracellulaire 

(Figure 19). Le grand nombre de sous-unités permet une importante variété de sous-types 

de récepteurs GABAA mais seulement une douzaine d’assemblages existe dans les 

neurones. Leur composition en sous-unité détermine leurs propriétés physiologiques et 

pharmacologiques ainsi que leur localisation (voir Figure 24). Les récepteurs GABAA sont 

membres de la famille des canaux ioniques à boucle cystéine déclenchés par un ligand 

(Cys-loop), c’est à dire que l'ouverture de ce récepteur-canal est commandée directement 

par la fixation de deux molécules de GABA entraînant la pénétration des ions. Les deux sites 

de liaison au GABA seraient situés à l’interface entre les sous unités α et β (Ernst et al, 

2003). En plus des sites de fixation primaire au GABA, ce complexe comporte d'autres sites 

de fixation secondaire pour des modulateurs allostériques tels que les benzodiazépines, 

barbituriques, convulsivants, stéroïdes ou encore l’alcool. Ces agents modulateurs changent 

l'efficacité du GABA en induisant une modification de l'architecture du canal GABAA, ce qui 

modifie sa perméabilité aux ions Cl-. Ce dernier étant chargé négativement, son entrée dans 

le milieu intracellulaire produit une hyperpolarisation du potentiel membranaire et une 

inhibition de l'activité neuronale. Des études ont montré que les récepteurs GABAA peuvent 

rapidement être internalisés ou sortir à la surface membranaire et également bouger par 

diffusion latérale sur la membrane. Ces capacités dynamiques permettent non seulement 

des changements rapides du nombre de récepteurs mais pourraient aussi induire des 

changements de leur propriété permettant de répondre au mieux aux modifications de 

l’environnement neuronal (Jacob et al, 2008). De plus, à travers leurs interactions avec de 

nombreuses protéines cytosoliques, ils peuvent se regrouper aux sites synaptiques et extra-

synaptiques et être responsables de différents types d’inhibitions. En effet, le GABA exerce 

son action sur les récepteurs GABAA selon deux modes distincts relatifs à la localisation de 

ces récepteurs à la surface neuronale. 

http://lecerveau.mcgill.ca/flash/i/i_03/i_03_m/i_03_m_par/i_03_m_par_benzodiazepines.html#drogues
http://lecerveau.mcgill.ca/flash/i/i_03/i_03_m/i_03_m_par/i_03_m_par_alcool.html#drogues
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Figure 19: Schéma de la topographie 
classique d’une sous-unité de récepteur 
GABAA. Le pont disulfure-cyctéine dans la 
partie N-terminale est indiqué par la barre 
noire possèdant un symbole « C » à 
chacune de ses extrémités. Les domaines 
transmembranaires sont représentés dans 
les rectangles blancs marqués TM1-4 
(Goetz et al, 2007). 

C1. Les récepteurs GABAA synaptiques 

Le récepteur GABAA le plus abondamment exprimé dans le cerveau est composé de αβγ2 

(Figure 20). La sous unité γ permet l’adressage synaptique des récepteurs notamment par 

son interaction avec la protéine gephyrin (Essrich et al, 1998). L’hétérogénéité moléculaire 

des récepteurs GABAA a d’importantes conséquences fonctionnelles puisque d’elle dépend 

les propriétés d’adressage et de sensibilité de ces récepteurs pour le GABA (Bohme et al, 

2004 ; Brown et al, 2002). Le GABA est libéré par les vésicules de libération pré-synaptiques 

dans la fente synaptique. Chaque vésicule libère plusieurs milliers de molécules de GABA 

créant un pic de concentration de l’ordre du « millimolaire » dans la fente synaptique (Mody 

et al, 1994). Les récepteurs GABAA sont regroupés sur la membrane du neurone post-

synaptique immédiatement sous les sites de libération du neurotransmetteur. Lorsque les 

récepteurs GABAA synaptiques sont exposés à de brèves et hautes concentrations de 

GABA, cela conduit dans les neurones matures à des courants post-synaptiques inhibiteurs 

(IPSC) rapides, dont la durée est de l’ordre de quelques millisecondes (Jones & Westbrook, 

1995). Ce phénomène est nommé « ’inhibition phasique ». Le temps et la durée d’exposition 

des récepteurs GABAA sont des points essentiels au mode d’activation phasique. L’inhibition 

phasique dépend de plusieurs paramètres. Elle est liée à la libération du neurotransmetteur 

c’est à dire que les concentrations et la durée d’exposition peuvent variées en fonction 

notamment de la géométrie de la synapse, de la taille des vésicules synaptiques, de leur 

contenance ainsi que de la proximité des systèmes de recapture. Elle dépend également des 

propriétés biophysiques des récepteurs GABAA synaptiques qui, de par leur composition en 

sous-unités, sont caractérisés par une désensibilisation rapide et soutenue ainsi qu’une 

faible affinité pour le GABA (de l’ordre du mM) (Ferando & Mody, 2014 ; Jones & Westbrook, 

1995 ; Mortensen et al, 2011). 
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Figure 20: Structure générale d’un 
récepteur GABAA pentamérique. 
Le récepteur est représenté avec une sous-
unité α, β, γ et deux sous unités variabes 
symbolisées par les points d’interrogation. 
Les symboles « P » entourés d’un cercle 
noir représentent les sites de 
phosphorylation du récepteur.  

 

 Localisation des récepteurs GABAA synaptiques dans le globus pallidus 

externe 

Des études réalisées chez le rat ont montré que les récepteurs GABAA induisent des 

potentiels post-synaptiques inhibiteurs rapides (PPSI) dans les neurones du GPe, (Kita, 

2001 ; Kita & Kitai, 1991). Des expériences d’électrophysiologie et d’immunofluorescence ont 

permis d’identifier la présence de la sous-unité α1 au niveau de l’ensemble des synapses 

pallidales alors que les niveaux d’expression des sous unités α2, α3 et α5 semblent non 

uniformes. En effet, les sous-unités α1 sont à la fois sur les synapses striato-pallidales et 

pallido-pallidales distribuées sur le soma et les dendrites des neurones, et notamment co-

localisées avec la parvalbumine, l’enkephaline, et la gephyrin (Gross et al, 2011). 

L’ensemble des études sur la sous-unité α1 suggère qu’elle est la plus exprimée dans le 

GPe. L’immunofluorescence de la sous unité γ2 avec celle de α3 indiquent leur présence 

dans les synapses péri-somatiques, une région principalement ciblée par les collatérales 

d’axones du GPe. Alors que les sous-unités α2 des récepteurs GABAA synaptiques sont 

observées dans le compartiment dendritique ou sont préférentiellement localisées dans les 

synapses striatales (Figure 21). 
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Figure 21. Localisation des 
sous-unités GABAA en 
fonction des synapses STR-
GPe et GPe-GPe.  
Les synapses STR-GPe sont 
localisées sur les dendrites des 
neurones du GPe et sont 

enrichies en sous-unités 2 alors 
que les synapses GPe-GPe sont 
situées préférentiellement sur le 
soma des neurones et sont 
composées de récepteurs 
contenant exclusivement des 

sous-unités 1 

 

Une étude d’hybridation in situ couplée à des expériences d’immunohistochimie s’est 

intéressée à la localisation des sous-unités des récepteurs GABAA dans le GPe de souris 

(Hortnagl et al, 2013). Cette étude révèle que la sous-unité α1 est la plus exprimée dans le 

GPe. Ils notent également la présence des sous-unités α2 et α3. Un faible marquage de α5 

en immunohistochimie est à signaler. Cependant son éventuelle expression n’est pas 

corroborée par les expériences d’hybridation in situ (Hortnagl et al, 2013). Les sous-unités 

β1, β2, γ1, γ2 sont également présentes avec une expression majoritaire de β2 et γ1 

(Hortnagl et al, 2013). Une étude de microscopie électronique combinée à 

l’immunohistochimie réalisées chez le singe identifie la présence de récepteurs GABAA 

contenant les sous-unités α1 et β2/3 au niveau des synapses symétriques striato-pallidales 

et pallido-pallidales (Charara et al, 2005). Une proportion significative de ces récepteurs 

GABAA est également présente au niveau extra-synaptique. De manière surprenante, une 

étude suggère que la sous unité δ n’est pas détectée dans le GPe de souris par 

immunohistochimie et hybridation in situ (Hortnagl et al, 2013) alors que son expression est 

largement connue pour être indispensable à la médiation adéquate de la transmission 

GABAergique extra-synaptique dans beaucoup de structure cérébrale. Cependant cette 

étude est controversée et d’autres données révèlent la présence de la sous unité δ dans le 

GPe (Figure 22) (Waldvogel & Faull, 2015). Cette controverse peut être la conséquence du 

niveau d’expression de la sous unité δ ainsi que de la puissance des anticorps utilisés pour 

le marquage. Quelle que soit leur localisation, synaptique ou extra-synaptique, ces 

récepteurs sont toujours post-synaptiques (Charara et al, 2005). Bien que la présence 

majoritaire des récepteurs GABAA synaptiques dans les synapses symétriques du GPe est 

cohérante avec leur rôle dans la transmission synaptique inhibitrice rapide, la distribution de 

ces récepteurs au niveau extra-synaptique suggère qu’ils peuvent avoir une implication dans 

des processus complexes liés au débordement du GABA de la fente synaptique comme cela 

a été montré dans d’autres régions cérébrales (Isaacson et al, 1993). 
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Figure 22: Tableau récapitulatif de la localisation des sous-unités de récepteurs GABAA 

détectées dans plusieurs régions des GB. Résultats issus d’études chez le rat, le singe et 

l’homme (Waldvogel & Faull, 2015). 

 

 Rôle de l’inhibition phasique  

L’activation phasique des récepteurs GABAA synaptiques (Figure 23) est fondamentale pour 

le processus de transfert d’information dans le système nerveux central. Elle évite 

notamment l’hyperexcitabilité neuronale et module d’autres conductances ioniques. La 

rapidité de son action et sa localisation spatiale somatique ou dendritique permettent une 

intégration synaptique adéquate. Elle est importante pour une intégration locale temporelle 

précise de l’information. 

 

Figure 23: Exemple schématisant une synapse inhibitrice et un courant post-synaptique 
inhibiteur (IPSC) dû à la libération massive et rapide de GABA dans la fente synaptique. 

D’après (Farrant & Nusser, 2005).  
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Une fonction importante de l’inhibition phasique est la génération d’activité rythmique dans 

les réseaux neuronaux. Par exemple dans le cortex et l’hippocampe, l’inhibition phasique 

des interneurones GABAergiques sur les cellules pyramidales a un rôle essentiel dans la 

génération et le maintien des oscillations neuronales theta et gamma (Farrant & Nusser, 

2005). De manière générale, l’inhibition phasique gouverne le patron de décharge des 

neurones puisqu’elle permet, avec l’ensemble des entrées synaptiques intégrées par le 

neurone, de réguler le taux et la propagation adéquate des potentiels d’action (PA) dans le 

temps. Dans le GPe, les IPSCs en provenance du striatum et des collatérales d’axones des 

neurones du GPe, modulent la fréquence de décharge des neurones pallidaux. Malgré la 

connectivité éparse des neurones pallidaux entre eux (10% de synapses GPe-GPe en 

regard des synapses STR-GPe qui représentent 80-90% (Kita, 1994 ; Sadek et al, 2007), il a 

été montré que les IPSCs en provenance de ces collatérales GPe-GPe étaient capables de 

changer le taux de décharge des neurones du GPe (Bugaysen et al, 2013). De surcroit, une 

transmission phasique GABAergique mal adaptée est probablement un facteur clé de 

l’activité électrique pathologique des neurones du GPe observée après une déplétion 

dopaminergique (Miguelez et al, 2012).  

 

C2. Les récepteurs GABAA extra-synaptiques 

De petites quantités de GABA, de l’ordre du µM, peuvent également s’échapper de la fente 

synaptique et activer des récepteurs GABAA péri-synaptiques et extra-synaptiques donnant 

lieu à une inhibition persistante, de l’ordre de la seconde, nommée « inhibition tonique ». 

L’inhibition phasique et l’inhibition tonique mettent en jeu des récepteurs qui n’ont pas la 

même composition en sous-unité ce qui leur confère des propriétés biophysiques différentes 

(Farrant & Nusser, 2005). Ainsi, les récepteurs extra-synaptiques ont la particularité de 

pouvoir détecter de faibles concentrations de GABA grâce à une forte affinité pour le GABA 

(EC50 entre 0.3–0.7 µM) et une désensibilisation lente et peu marquée. Mais selon les 

structures cérébrales, les récepteurs extra-synaptiques n’ont pas non plus la même 

composition en sous-unité. Il est cependant clairement établi que les récepteurs extra-

synaptiques contiennent majoritairement la sous unité δ (Arslan et al, 2014; Pirker et al, 

2000 ). 

 Composition des récepteurs GABAA extra-synaptiques 

Toutes les sous-unités composant les récepteurs GABAA sont retrouvées au niveau 

synaptique et extra-synaptique. Seule la sous-unité δ est purement extra-synaptique. Elle 

forme des récepteurs spécifiquement avec les sous-unités α6 et β2/3 dans le cervelet, avec 

les sous-unités α4 et βx dans le striatum, dans les cellules pyramidales de l’hippocampe et 
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dans le thalamus (Barnard et al, 1998); et avec la sous-unité α1 spécifiquement dans les 

interneurones de l’hippocampe (Glykys et al, 2008) pour produire une inhibition tonique. La 

localisation de ces récepteurs extra-synaptiques provient probablement de l’absence de 

sous-unité γ dans leur composition. Il est clair que la sous-unité γ2 a un rôle central dans 

l’adressage et l’ancrage des récepteurs GABAA à la synapse notamment par leur interaction 

avec la protéine gephyrin (Essrich et al, 1998). Cependant dans le cortex cérébral, 

l’hippocampe et le striatum, certains récepteurs extra-synaptiques capables de produire une 

inhibition tonique ne contiennent pas de sous-unité δ mais plutôt la sous-unité α5 combinée 

à γ2. Ceci est appuyé par les études d’immunohistochimie multi-marquages montrant une 

absence de co-localisation entre ces récepteurs probablement de forme α5β3γ2 et la 

géphyrin dans l’hippocampe (Brunig et al, 2002). Le striatum et l’hippocampe possèdent 

également des récepteurs extra-synaptiques de composition α4βxδ capables d’entraîner un 

courant tonique. De manière générale, les récepteurs contenant la sous-unité γ2 en 

association avec les sous-unités α1, α2 ou α3 sont des récepteurs préférentiellement 

localisés au niveau synaptique pour médier une inhibition phasique. A l’inverse, les 

récepteurs contenant les sous-unités α4, α5 ou α6 sont généralement extra-synaptiques 

notamment s’ils contiennent également la sous-unité δ (Figure 24). 

 

Figure 24: Exemple de récepteurs GABAA extra-synaptiques. Il est à noter que leur 
composition en sous-unités détermine leurs propriétés physiologiques et pharmacologiques ainsi 
que leur localisation (Farrant & Nusser, 2005). 

 

Chez la souris, il a été montré que la délétion de la sous-unité δ produisait une perte 

concomitante de l’expression de la sous-unité α4 (Peng et al, 2002) et une réduction du 

courant tonique (Porcello et al, 2003). Il est aussi difficile de caractériser la composition en 

sous-unité des récepteurs extra-synaptiques car leur nature peut changer en fonction de 

l’âge et du type de neurones dans une même structure. Par exemple, comme il l’a été 
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montré dans les MSNs striataux chez les jeunes souris (P16-P25), le courant tonique 

GABAergique est plus grand dans les D2-MSNs que dans les D1-MSNs (Luo et al, 2013). 

Avec l’âge (souris âgées de 30 jours et plus), l’amplitude du courant tonique augmente dans 

les D1-MSNs alors qu’il diminue dans les D2-MSNs. Ceci provient du différentiel de nombre 

et du type de récepteurs extra-synaptiques présents sur les différentes populations de MSNs 

qui évolue avec l’âge de l’animal (Luo et al, 2013). En effet, chez les souris adultes, les 

récepteurs extra-synaptiques responsables du courant tonique dans le striatum sont 

composés des sous-unités α4 et δ, alors que chez les souris plus jeunes, le courant tonique 

est préférentiellement dû aux récepteurs extra-synaptiques contenant les sous-unités α5 et 

β3. Le nombre de récepteurs GABAA extra-synaptiques de composition α5β3γ2 est plus 

important dans les neurones D2-MSNs que D1-MSNs alors que le nombre de récepteurs δ-

GABAA extra-synaptiques est identique entre les deux populations chez les jeunes souris. 

Avec l’âge, l’expression de la sous-unité δ augmente alors que celle de la α5 diminue. Ces 

changements d’expression étant responsables de modifications d’amplitude de courant 

tonique dans les deux types de MSNs (Santhakumar et al, 2010). De plus, la sous-unité β3 

n’est plus présente dans les récepteurs extra-synaptiques chez la souris adulte alors que 

son implication dans le courant tonique chez les jeunes souris a été démontrée (P16-P25) 

(Janssen et al, 2011). Cependant, la délétion de cette sous-unité dans les neurones D2-

MSNs du striatum de souris adultes supprime les IPSCs spontanés suggérant son 

déplacement dans le pool de récepteurs synaptiques responsables de l’inhibition phasique 

(Luo et al, 2013).  

 

 Description et rôle physiologique de l’inhibition tonique 

Les concentrations de GABA extra-synaptiques sont estimées à environ 160 nM 

(Santhakumar et al, 2006) alors que les concentrations de GABA synaptiques sont autour de 

3 mM (Mozrzymas et al, 2003) ce qui montre l’importance des propriétés des récepteurs 

extra-synaptiques dans ce mode de transmission. L’activation tonique des récepteurs GABAA 

est importante précocement dans le développement pour la mise en place des synapses 

(Owens et al, 1999 ; Valeyev et al, 1993). Mais dans les neurones matures, le rôle de 

l’activation tonique des récepteurs GABAA est plus controversé. Il a été décrit pour la 

première fois par des enregistrements en configuration « voltage imposé » dans les cellules 

granulaires du cervelet chez le rat (Kaneda et al, 1995). Dans cette étude, les antagonistes 

des récepteurs GABAA (la bicuculline et la GABAzine) non seulement bloquent la 

transmission phasique correspondant aux IPSCs, mais diminuent aussi le courant de 

maintien requis pour maintenir le neurone au potentiel de membrane fixé (Figure 25). 
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Figure 25: Exemple d’un enregistrement électrophysiologique obtenu sur une cellule 
granulaire du gyrus denté de l’hippocampe. 
Les courants post-synaptiques inhibiteurs (IPSCs) sont représentés par les déflexions noires. Ils 
sont inhibés par l’utilisation de picrotoxine, un antagonsite des récepteurs GABAA. La picrotoxine 
bloque aussi le courant tonique alors visualisable par la modification du courant de maintien du 
neurone (flèche). 

 

Ce mode d’inhibition a ensuite été décrit dans différentes régions cérébrales comprenant 

l’hippocampe, le thalamus (Cope et al, 2005), le cortex (Duguid et al, 2012) ainsi que le 

striatum (Ade et al, 2008). Cette présence de GABA dans l’espace extra-synaptique reflète 

l’activité et le nombre des éléments qui libèrent le GABA mais aussi l’action des 

transporteurs du GABA censés évacuer le neurotransmetteur de l’espace extracellulaire. 

Plusieurs groupes ont étudié comment l’inhibition tonique (IT) pouvait moduler l’excitabilité 

neuronale. Dans les cellules granulaires du cervelet, le blocage de l’IT par des antagonistes 

GABAA diminue le courant nécessaire pour déclencher la décharge de PA montrant son 

implication dans l’excitabilité neuronale (Farrant & Nusser, 2005). L’IT dans le cortex 

cérébral pourrait aussi limiter les oscillations qui sont engendrées par l’inhibition phasique 

(Semyanov et al, 2003). De même dans l’hippocampe, la contribution des interneurones à la 

genèse d’oscillations neuronales pourrait aussi être affectée par l’inhibition tonique 

(Semyanov, 2003) puisque, en condition normale, la présence d’un courant tonique est 

observée dans les interneurones de l’hippocampe mais pas dans les cellules pyramidales. 

En effet, bien que l’IT soit présente dans les cellules pyramidales immatures, elle n’est 

généralement pas observée chez les animaux adultes. En condition contrôle, dans 

l’hippocampe, le blocage pharmacologique de l’IT par la picrotoxine augmente l’excitabilité 

des interneurones et conduit à une augmentation de fréquence des IPSCs dans les cellules 

pyramidales (Semyanov, 2003), ce qui suggère que la présence d’une IT dans les 

interneurones contribue à la régulation de l’inhibition phasique des cellules pyramidales 

(Semyanov, 2003). Il semble aussi que le GABA qui est libéré par les vésicules synaptiques 

peut contribuer à produire une inhibition tonique. Des changements d’activité pré-synaptique 

ou de libération peuvent donc modifier l’amplitude du courant tonique. Il a été montré dans 
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l’hippocampe que la stimulation des interneurones par le glutamate augmente l’IT 

GABAergique et celle des cellules pyramidales (Frerking et al, 1999; Kullmann & Semyanov, 

2002). D’autre part, dans le cervelet, la facilitation de libération de GABA par l’acétylcholine 

augmente la conductance tonique. De plus, le blocage de l’activité neuronale par la 

tétrodotoxine (TTX, toxine bloquant les canaux Na+ voltage-dépendant) réduit la 

conductance tonique dans des neurones en culture (Petrini et al, 2004) suggérant que la 

libération de GABA neuronale participe de manière importante à l’inhibition tonique dans 

certaines structures. En adéquation avec ces résultats, il a été montré que le courant tonique 

des D2-MSNs est aboli par l’application de TTX (Ade et al, 2008). Les auteurs ont ainsi 

montré que ce courant tonique modulait l’excitabilité neuronale des MSNs puisque son 

inhibition augmente l’activité de décharge électrique des neurones de manière 

proportionnelle à son amplitude. Mais une autre source de GABA en provenance des 

cellules gliales a également été mise en évidence pour être responsable d’une IT (insensible 

à l’application de TTX) dans les cellules granulaires du cervelet et les MSNs striataux (Lee & 

Maguire, 2014). Selon certaines études, l’inhibition tonique semble avoir une grande 

importance dans la survie des neurones confrontés à un épisode d’excitotoxicité après une 

exposition au « NMDA ». En effet dans le striatum, les MSNs de souris où la sous-unité δ a 

été invalidée (souris Gabrd-/-) montrent une réduction du courant tonique et une survie 

neuronale moins importante quand elles sont confrontées à un phénomène d’excitatotoxicité 

en comparaison avec les souris contrôles. De plus, dans les souris contrôles, la 

potentialisation du courant tonique par le muscimol (agoniste des récepteurs GABAA), 

semble protéger les neurones suite à un choc excitotoxique chez les souris contrôles 

comparées aux souris Gabrd-/- qui présentent plus de mort neuronale. Ces données 

suggèrent que l’IT médiée par les récepteurs GABA contenant la sous-unité δ a un rôle 

neuroprotecteur dans le striatum de souris adulte (Santhakumar et al, 2010). Pour conclure 

sur l’ensemble de ces données, nous pouvons dire qu’alors que l’inhibition phasique inhibe 

les neurones sur une courte durée, l’inhibition tonique a un effet inhibiteur beaucoup plus 

persistant, qui diminue l’excitabilité globale des neurones à long terme. 

 

 Inhibition tonique et pathologie 

Une dérégulation de l’inhibition tonique a été identifiée dans beaucoup de pathologies 

comme le traumatisme crânien (Clarkson et al, 2010), l’épilepsie (Cope et al, 2009 ; 

Pirttimaki et al, 2013), l’anxiété (Botta et al, 2015) et la dépression (Liu et al, 2007b), les 

troubles du sommeil, la schizophrénie (Costa et al, 2005; Guidotti et al, 2005 ), le syndrome 

du X fragile, l’autisme (Pizzarelli & Cherubini, 2011) ou encore la maladie d’Alzheimer (Jo et 

al, 2014 ; Wu et al, 2014). De plus, l’alcool, en potentialisant les récepteurs GABAA extra-
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synaptiques augmente le courant tonique dans le cervelet et altère le comportement moteur 

(Hanchar et al, 2005). L’ensemble de ces données insiste sur l’importance de l’IT 

GABAergique dans le maintien de l’homéostasie cérébrale. D’autre part, l’activation tonique 

des récepteurs GABAA précède l’activation phasique dans les états précoces du 

développement cérébral donc il est possible que l’IT soit nécessaire à la mise en place des 

réseaux neuronaux (Demarque et al, 2002 ; Liu et al, 2007a). En effet, plusieurs études ont 

montré que la potentialisation de l’IT chez les animaux immatures a des effets délétères sur 

la migration, la survie neuronale (Stratmann et al, 2009a) et la neurogènese (Stratmann et al, 

2009b) entrainant des effets néfastes sur les fonctions cérébrales (Satomoto et al, 2009) ; 

(Jevtovic-Todorovic et al, 2003; Loepke et al, 2009) ; (Stratmann et al, 2009a; Stratmann et 

al, 2009b). Dans ce système, les transporteurs du GABA jouent un rôle central dans la 

régulation du courant tonique. Des expériences in vivo montrent que dans l’hippocampe 

chez le rat, le transporteur neuronal GAT-1, préférentiellement localisé sur les terminaisons 

pré-synaptiques, joue un rôle majeur dans la recapture de GABA en condition contrôle alors 

que la recapture de GABA par le transporteur astrocytaire GAT-3 intervient seulement 

pendant la dépolarisation membranaire (Kersante et al, 2013). En revanche, dans le 

thalamus, GAT-1 et GAT-3 sont exclusivement localisés sur la glie et non sur les 

terminaisons pré-synaptiques (Kersante et al, 2013). Ainsi, selon les régions cérébrales, les 

mécanismes de régulation de la concentration de GABA ambiant peuvent différer et 

l’importance de chacun de ces transporteurs dans le maintien de ces concentrations 

extracellulaires également. Récemment, le dysfonctionnent des GATs, associé avec une 

augmentation de l’IT, a été impliqué dans plusieurs pathologies comprenant l’épilepsie de 

type absence (Cope et al, 2009) et la capacité de récupération fonctionnelle après un 

traumatisme crânien (Clarkson et al, 2010). Des dérégulations d’IT dues à une défaillance 

des transporteurs peuvent donc entraîner des dysfonctions cérébrales sévères.  

 L’inhibition tonique dans les épilepsies 

Concernant l’épilepsie en particulier, des modifications d’activité des récepteurs GABAA 

synaptiques et extra-synaptiques ont été mises en évidence. En effet, l’augmentation de la 

signalisation GABAergique tonique a clairement été identifiée dans l’épilepsie de type 

absence (Cope et al, 2009 ; Pirttimaki et al, 2013) et à l’inverse, sa diminution est quant à 

elle impliquée dans les épilepsies du lobe temporal (Pavlov & Walker, 2013). En effet, des 

mutations sur le gène GABRD, codant pour la sous-unité δ, provoquent une diminution de 

l’amplitude des courants GABAA corrélée à une augmentation de l’activité neuronale globale 

ce qui est associé avec des formes génétiques d’épilepsies temporales humaines (Dibbens 

et al, 2004 ; Mulley et al, 2005). Concernant l’épilepsie de type absence, il a été montré chez 

plusieurs modèles rongeurs, qu’il se produit une augmentation du courant tonique dans les 
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neurones du thalamus qui a pour origine une altération de la recapture de GABA par les 

transporteurs. Plusieurs expériences ont permis d’aboutir à cette conclusion. Tout d’abord, il 

a été montré que l’activation sélective des récepteurs δ-GABAA extra-synaptiques est 

suffisante pour induire un comportement assimilable à des crises d’absence chez les rats 

normaux (Cope et al, 2009). Puis, le dysfonctionnent des GATs a été suggéré comme étant 

la cause de l’IT grâce à des expériences de blocage pharmacologique des transporteurs 

(Cope et al, 2009). Cette hypothèse a finalement été vérifiée grâce à l’enregistrement des 

courants ioniques générés par la recapture du GABA par les transporteurs astrocytaires 

GAT-1 et GAT-3 chez le modèle génétique de rats GAERS (Pirttimaki et al, 2013). Cette 

étude a permis pour la première fois la mise en évidence directe d’une diminution de 

recapture de GABA par GAT-1 dans le thalamus en condition épileptique. Connaissant 

l’importance du maintien des niveaux d’IT dans le contrôle de l’activité des réseaux 

neuronaux (Vida et al, 2006), il n’est pas surprenant que cibler les transporteurs ou les 

récepteurs δ-GABAAR puisse être bénéfique pour ce type de pathologie. 

 L’inhibition tonique et traumatisme crânien 

En se basant sur des résultats obtenus sur le cortex sensorimoteur chez l’homme, il a été 

montré qu’après une atteinte cérébrale, il se produit une profonde réorganisation qui apparaît 

rapidement (moins d’une heure) après la lésion. La plasticité cérébrale apparaissant après le 

traumatisme est particulièrement importante car elle peut faciliter ou entraver la récupération 

fonctionnelle. Cette plasticité apparaît après un traumatisme crânien particulièrement en 

périphérie de la zone lésée (Murphy & Corbett, 2009). Cette réorganisation corticale semble 

être corrélée avec une diminution du niveau de GABA dans la région lésée. De ce fait, il a 

été suggéré que la réduction de libération de GABA est un mécanisme intervenant dans la 

régulation d’une plasticité corticale rapide et donc, que la récupération fonctionnelle après 

une atteinte cérébrale pouvait être sous le contrôle de l’inhibition GABAergique (Levy et al, 

2002). Des résultats allant dans le même sens ont été trouvés dans un modèle murin de 

traumatisme crânien, où l’augmentation de la taille de la lésion corticale était proportionnelle 

à l’amplitude du courant tonique. Cette étude montre que l’augmentation de l’IT, causée par 

une diminution de fonction des transporteurs (GAT-3/GAT-4) suite à un traumatisme crânien, 

peut jouer en défaveur de la plasticité cérébrale (Clarkson et al, 2010). Ainsi, le blocage 

pharmacologique des récepteurs GABAA extra-synaptiques corticaux aide à la récupération 

de la fonction motrice de manière rapide et soutenue. Ces résultats indiquent l’existence d’un 

mécanisme reliant le niveau d’IT à la capacité de plasticité cérébrale. Cette capacité de 

plasticité cérébrale est importante pour une récupération fonctionnelle après une lésion 

cérébrale mais également dans des fonctions physiologiques cognitives telles que 

l’apprentissage et la mémoire. L’ensemble de ces données suggère que cibler les récepteurs 
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GABAA extra-synaptiques responsables de l’IT pourrait aider à la récupération fonctionnelle 

après une lésion cérébrale. 

 L’inhibition tonique dans la maladie d’Alzheimer  

Dans la maladie d’Alzheimer, des études ont montré une altération de la transmission 

GABAergique. Des marquages immunohistochimiques révèlent une réduction significative 

des synapses GABAergiques dans plusieurs régions cérébrales de patients incluant le cortex 

temporal, l’hippocampe et le putamen (Schwab et al, 2013). Il est également observé une 

diminution des entrées GABAergiques dues à une perte d’excitabilité des interneurones PV 

chez les modèles animaux conduisant à une hyperactivité globale des réseaux neuronaux 

(Verret et al, 2012). Cependant, chez des souris modèles de la maladie d’Alzheimer, 

l’administration d’antagonistes de récepteurs GABAA améliore la mémoire et la 

potentialisation à long terme dans l’hippocampe (Yoshiike et al, 2008) suggérant à l’inverse 

une augmentation de transmission GABAergique qui pourrait être responsable des déficits 

mnésiques et cognitifs dans cette pathologie. Depuis, deux études ont également appuyé 

cette hypothèse. La première, réalisée chez des souris « 5xFAD », modèles de la maladie 

Alzheimer, a montré que les astrocytes réactifs sont très riches en GABA et possèdent plus 

de transporteurs gliaux GAT3/4 que les souris normales (Figure 26) (Wu et al, 2014). 

 

Figure 26: Altération de la synapse tripartite au niveau des cellules granulaires du gyrus 
denté chez un modèle murin de la maladie d’Alzheimer (5xFAD). A. Les cellules granulaires 
du gyrus denté (DG) de l’hippocampe de souris témoins (WT) présentent une inhibition tonique 
modérée, la capacité de produire une LTP, des transporteurs GAT-3/4 gliaux et des récepteurs 
δ-GABAA et α5-GABAA. Les animaux ont des performances cognitives normales. B. Les souris 
“5xFAD” affichent quant à elles des taux anormalement élevés de glutamate et de GABA 
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extracellulaires, une sur-expression des récepteurs δ-GABAA et α5-GABAA et du nombre de 
transporteurs GAT3/4 gliaux sur des astrocytes réactifs. L’inhibition tonique est significativement 
augmentée, la LTP supprimée et les animaux présentent des déficits mnésiques et 
d’apprentissage (Wu et al, 2014). 

 

Ces résultats ont aussi été confirmés dans les astrocytes d’hippocampe de patients. Chez 

les modèles animaux, il en résulte une augmentation de l’IT dans l’hippocampe en condition 

pathologique alors que cette libération gliale est très faiblement observée dans l’hippocampe 

en condition normale (Yoon et al, 2011). Cette augmentation de GABA extracellulaire est 

reliée à l’apparition de déficits mnésiques. D’après cette étude, le GABA, responsable de l’IT 

aberrante en conditions pathologiques, est libéré par le fonctionnement inversé des 

transporteurs GAT3/4 car leur blocage réduit le courant tonique et rétablit la mémoire et la 

potentialisation à long terme dans l’hippocampe des souris (Wu et al, 2014). Ces données 

suggèrent que l’IT aberrante observée dans l’hippocampe lors de la maladie d’Alzheimer 

participe de manière prédominente aux déficits mnésiques (Wu et al, 2014). La deuxième 

étude a mis en évidence une voie de synthèse du GABA atypique dans les astrocytes 

puisqu’elle implique entre autre la MAOB (Jo et al, 2014). Il a aussi été montré en post-

mortem chez les patients Alzheimer une surexpression de GABA et de MAOB astrocytaire 

au niveau de l’hippocampe. De la même manière que dans l’étude précédente, le blocage de 

la synthèse de GABA astrocytaire, par des inhibiteurs de MAOB, rétablit les déficits observés 

dans cette pathologie incluant l’activité électrique neuronale, la plasticité synaptique et la 

capacité d’apprentissage et de mémorisation chez les souris. En revanche, contrairement 

aux travaux de Wu et collègues, les auteurs suggèrent que le GABA serait libéré par les 

canaux bestrophine 1 dans l’hippocampe lors de la maladie d’Alzheimer. Ces études 

s’accordent sur le fait qu’une augmentation de l’IT dans l’hippocampe, due à une libération 

de GABA astrocytaire, est responsable du moins en partie de la symptomatologie de la 

maladie d’Alzheimer.  

C3. Pharmacologie des récepteurs GABAA 

 Agonistes 

La sensibilité des récepteurs GABAA aux substances pharmacologiques dépend de leur 

composition en sous-unités (Figure 27). L’exemple de plus probant est le rôle de la sous-

unité α dans l’affinité des récepteurs aux benzodiazepines (largement utilisées comme 

modulateurs allostériques positifs des récepteurs GABAA pour leurs effets sédatifs et 

anxiolytiques). En effets, les récepteurs composés des sous-unités α1, α2, α3 ou α5 avec 2 

sous-unités βx et 1 γ2 ont une haute affinité pour le « diazepam » et en général les 



59 
 

récepteurs contenant la sous-unité α1 sont très sensibles au « zolpidem » (apparenté 

benzodiazepines). Les récepteurs possédant les sous-unités α4 ou α6 sont eux insensibles 

aux benzodiazepines, comme ceux possédant la sous-unité δ à la place de γ2 (Barnard et al, 

1998). Dans les neurones de l’hippocampe, le zolpidem module les paramètres cinétiques 

des IPSCs mais n’a pas d’effets sur le courant tonique (Nusser & Mody, 2002) alors que le 

midazolam (benzodiazepines) augmente le courant tonique ce qui est en accord avec la 

présence de récepteurs α5β3γ2 (Caraiscos et al, 2004). Cependant, le courant tonique dans 

les interneurones CA1 est également augmenté par le zolpidem ce qui contraste avec la 

présence de α5 dans les récepteurs extra-synaptiques. Mais l’augmentation de l’IT avec des 

modulateurs allostériques est difficile à interpréter dans la mesure où ces drogues qui 

augmentent l’affinité des récepteurs pour leur substrat peuvent agir sur différentes 

populations de récepteurs comme les récepteurs synaptiques qui ne sont pas normalement 

activés par de faibles concentrations de GABA.  

Peu d’agonistes des récepteurs GABAA montrent une claire sélectivité pour l’une ou l’autre 

des sous-unités. Le seul agoniste qui montre un profil d’action bien différent pour la sous-

unité δ et qui permet ainsi de différencier les populations de récepteurs synaptiques et extra-

synaptiques est le « 4,5,6,7-tetrahydroisothiazolo-[5,4-c]pyridin-3-ol » appelé « THIP » ou 

« Gaboxadol » par son nom générique. Dans des neurones du cervelet et des interneurones 

corticaux, des expériences ont montré que le THIP était très sélectif pour la sous-unité δ à 

des concentrations inférieures ou égales à 1µM (Meera et al, 2011). Ce composé est un 

agoniste partiel des récepteurs α4β3γ2 mais est un « super » agoniste des récepteurs 

α4β3δ, qui produit une réponse supérieure à celle produite par le GABA (Brown et al, 2002). 

L’inhibition tonique s’est également révélée être hautement sensible aux stéroïdes 

neuroactifs endogènes (Brown et al, 2002 ; Wohlfarth et al, 2002), aux anesthésiques 

intraveineux ou volatiles tels que l’isoflurane, à certains agents neurotrophiques tels que le 

« Brain derivate neurotropic factor » (BDNF) (Vaz et al, 2008) et à l’alcool (Sundstrom-

Poromaa et al, 2002). En adéquation avec la sélectivité des récepteurs GABAA contenant la 

sous-unité δ aux neurostéroïdes, l’application du neurostéroïde 

« allotetrahydrodeoxycorticosterone » (THDOC), utilisé à des concentrations physiologiques 

in vivo, augmente significativement le courant tonique qui est médié par des récepteurs 

extra-synaptiques GABAA composés de la sous-unité δ dans les cellules granulaires du 

gyrus denté et du cervelet sans aucune modification sur la transmission phasique (Stell et al, 

2003). De manière similaire, l’éthanol augmente la conductance tonique dans les cellules 

granulaires du gyrus denté par une action sélective sur la sous-unité δ (Wei et al, 2004). 

Cependant, une étude intéressante a aussi montré que la consommation d’alcool pouvait 

altérer la coordination motrice à cause d’une augmentation de l’IT médiée par des récepteurs 

http://www.linternaute.com/dictionnaire/fr/definition/adequation/
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α6β3δ dans les cellules granulaires du cervelet. Ces anomalies sont causées par une 

mutation représentant un polymorphisme de la sous unité α6 qui rend les récepteurs α6-

GABAA plus sensibles à la potentialisation par l’éthanol et donc les rats intolérants à l’alcool 

(Hanchar et al, 2005). 

 

 

 

Figure 27: Représentation schématique 
d’un récepteur GABAA avec ses 
différents sites allostériques sur lesquels 
agissent les subtances 
pharmacologiques. Zn

2+
: Zinc ; BZD : 

benzodiazépines. Les symboles « P » 
entourés d’un cercle noir représentent les 
sites de phosporylation du récepteur.  

 

 Antagonistes 

Pour l’étude de la transmission GABAergique, de multiples antagonistes compétitifs et non 

compétitifs ont été développés. Tous les récepteurs GABAA sont bloqués par de hautes 

concentrations de bicuculline, de picrotoxine et de GABAzine (SR-95531). Cependant des 

concentrations de GABAzine inférieures au µM bloquent sélectivement la transmission 

phasique (Semyanov et al, 2003; Stell & Mody, 2002 ) ce qui est en accord avec le fait que 

ces récepteurs synaptiques ont une plus faible affinité pour le GABA que les récepteurs 

extra-synaptiques (Stell & Mody, 2002). Il est important de noter que les différents 

antagonistes ont des mécanismes d’actions différents qui présentent certains avantages et 

inconvénients. Par exemple, la bicucculine n’est pas un bloqueur spécifique des récepteurs 

GABAA puisqu’elle peut aussi bloquer certains canaux K+ activés par le Ca2+ à des 

concentrations similaires que celles utilisées pour le blocage des récepteurs GABAA (Seutin 

& Johnson, 1999). La picrotoxine (PTX) est un antagoniste spécifique non compétitif 

puisqu’elle se fixe sur un site situé dans le canal ionique et donc encombre le passage des 

ions au travers du pore (Erkkila et al, 2008; Inoue & Akaike, 1988; Sedelnikova et al, 2006; 

Takeuchi & Takeuchi, 1969 ). Cependant plusieurs études ont montré que la PTX bloque le 

canal chlore des récepteurs GABAA et le stabilise dans un état fermé ou désensibilisé non 

conducteur (Korshoej et al, 2010; Krishek et al, 1996; Newland & Cull-Candy, 1992; Smart & 

Constanti, 1986) alors que la biccuculine et la GABAzine sont des antagonistes compétitifs 

qui empêchent le GABA de se fixer sur son site de liaison et donc préviennent l’activation 

http://neurobranches.chez-alice.fr/neurophy/aainhib3.html
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des récepteurs GABAA (Akaike et al, 1987). De plus, ces deux drogues agissent comme des 

inhibiteurs allostériques négatifs de l'ouverture du canal, inhibant l'activation des récepteurs 

GABAA par les agents anesthésiques. La bicuculline étant la plus efficace sur cet aspect 

(Ueno et al, 1997). Cette capacité supérieure d’inhibition est susceptible d'expliquer la 

capacité de la bicuculline, contrairement à la gabazine, de bloquer l’ouverture spontanée du 

canal GABAA dans les neurones de l'hippocampe (Bai et al, 2001; McCartney et al, 2007; 

Mtchedlishvili & Kapur, 2006; Wlodarczyk et al, 2013). Le zinc (Zn2+) a été un outil 

pharmacologique particulièrement utile pour identifier les récepteurs responsables de l’IT 

puisqu’il bloque les récepteurs αβ et αβδ avec une affinité nettement plus élevée (IC50 

respectif de 88 nM et de 6-16 µM) que celle pour les récepteurs contenant la sous-unité γ2 

(IC50 de 300 µm) (Hosie et al, 2003; Krishek et al, 1998). L'application de Zn2+ a été utilisée 

pour détecter l’implication des récepteurs ne contenant pas la sous-unité γ2 dans la 

génération de courant tonique au niveau du thalamus (Jia et al, 2005; Nani et al, 2013). 

Connaissant la sensibilité des récepteurs GABAA au Zn2+, il n’est pas surprenant que le Cu2+, 

qui partage de nombreuses caractéristiques avec le Zn2+ et qui est connu pour inhiber les 

récepteurs GABAergiques chez les invertébrés, inhibe également les récepteurs GABAA 

impliqués dans l'IT (McGee et al, 2013). Le cation trivalent lanthanum (La3+), est également 

un inhibiteur sélectif de certains récepteurs GABAA extra-synaptiques, montrant une 

inhibition puissante sur les récepteurs α4/α6βδ et une potentialisation du GABA sur les 

récepteurs α1βδ/y2 (Brown et al, 2002; Im et al, 1992; Kaur et al, 1997; Storustovu & Ebert, 

2006). Cependant, le La3+ n'a été utilisé que rarement dans les études de conductances 

toniques, probablement en raison de sa faible efficacité d'inhibition (Storustovu & Ebert, 

2006). 

 

C4. Interactions entre les systèmes Dopaminergique et GABAergique 

De plus en plus de données montrent que des interactions peuvent exister entre les 

systèmes dopaminergique et GABAergique dans le cerveau vraisemblablement attribuables 

à des interactions fonctionnelles entre leurs récepteurs respectifs (Liu et al, 2000a). Ces 

interactions peuvent être médiées par les cascades de signalisation que l’activation de ces 

récepteurs entraîne ou par une interaction directe entre eux. En effet, une interaction 

protéine-protéine entre la partie c-term du récepteur dopaminergique D5 et la seconde 

boucle intracellulaire des récepteurs GABAAγ2 a été identifiée (Liu et al, 2000a). Le couplage 

mutuel direct entre D5R-GABAAR inhibe l’activité de ces deux récepteurs. En d’autres mots, 

l’activation du récepteur GABAAγ2 inhibe la capacité qu’a le récepteur D5 à activer l’AC alors 

que l’activation du récepteur D5 diminue l’inhibition mediée par le récepteur GABAAγ2 (Liu et 



62 
 

al, 2000a). Cette étude est la seule à ce jour à avoir montré une interaction directe protéine-

protéine entre les récepteurs GABAA et ceux à la dopamine. Néanmoins, il a été montré que 

les récepteurs D1 et D2 des MSNs striataux modulent le courant tonique GABAergique chez 

les souris par une cascade de signalisation intracellulaire (Janssen et al, 2009). L’activation 

des récepteurs D2 diminue le courant tonique dans les D2-MSNs de la voie indirecte alors 

que l’activation des récepteurs D1 augmente le courant tonique dans les D1-MSNs (Janssen 

et al, 2009). Cette modulation dopaminergique du courant tonique est liée à des 

changements d’états de phosphorylation des récepteurs GABAA extra-synaptiques. Les 

sous-unités β1 et β3 sont des substrats de phosphorylation par la PKA (protéine kinase A) 

(Janssen et al, 2009). De manière surprenante, la dopamine et l’application intracellulaire de 

PKA n’altère pas les courants synaptiques GABAA dans le striatum (Janssen et al, 2009) 

bien qu’il est connu dans d’autres régions que les récepteurs GABAA synaptiques soient les 

cibles de cette voie de signalisation (McDonald et al, 1998 ; Nusser et al, 1999). En 

conclusion, la dopamine module la transmission GABAergique tonique mais pas la 

transmission phasique dans le striatum. Une autre étude réalisée sur des neurones striataux 

en cultures, révèle à travers des enregistrements électrophysiologiques que la dopamine 

peut directement activer ou inhiber des récepteurs GABAA en fonction de leur composition en 

sous-unités. La modulation dopaminergique des récepteurs GABAA nécessite 

obligatoirement la présence des sous-unités β et γ mais nul besoin de la sous unité α 

(Hoerbelt et al, 2015). Il faut noter néanmoins que dans cette étude les concentrations de 

dopamine nécessaires pour activer les récepteurs est de l’ordre du millimolaire.  

Dans le thalamus, au niveau du noyau ventrobasal (VB) de rats en condition normale, l’IT 

provoquée par l’activation des récepteurs GABAA extra-synaptiques est modulée par l’action 

de la DA (Yague et al, 2013). En effet, la dopamine ainsi que le quinpirole (agoniste des 

récepteurs D2) et le PD-168,077 (agoniste sélectif des récepteurs D4) diminuent l’amplitude 

du courant tonique dans les neurones du VB alors que le SKF39383 (agoniste des 

récepteurs D1-Like) n’a pas d’effet probant sur le courant tonique. D’autre part, l’activation 

des récepteurs D1/D2 ne modifie pas la fréquence des IPSCs spontanés (Yague et al, 

2013). Ce résultat suggére que l’effet de la dopamine sur le courant tonique n’est pas lié à 

une action pré-synaptique qui provoquerait une diminution de libération de GABA vésiculaire 

puisque elle ne modifie pas la transmission synaptique phasique. 
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3. Les transporteurs du GABA 

A. Définition 

Les transporteurs du GABA font partie de la famille des transporteurs SLC6 (The solute 

carrier 6). Les transporteurs SLC6 utilisent un gradient de Na+ ou un co-transport de Na+/Cl−, 

pour coupler un « symport » de neurotransmetteurs et d’ions (Pramod et al, 2013). Selon le 

substrat qu’ils transportent, ils peuvent être divisés en 4 groupes : 1) les transporteurs aux 

neurotransmetteurs qui comprennent ceux du GABA (GAT), de la glycine (GLY) et des 

monoamines (dopamine (DAT), sérotonine (SERT) et norepinephrine (NET)), 2) les 

transporteurs des acides aminés qui incluent les transporteurs de la proline (PROT, IMINO) 

et ceux des aminoacides cationiques et neutres, 3) les transporteurs osmolytes qui sont ceux 

de la Bétaine (BGT1), de la taurine (TauT) et de la créatine (CT) et enfin 4) un transporteur 

orphelin. 

Le transport du GABA est lui dépendant des ions sodium (Na+) et chlore (Cl-). L’ion Cl- se 

fixe sur un site proche du site de fixation du GABA et augmente l’affinité du transporteur pour 

son substrat. Le gradient Na+ est nécessaire au transport du GABA dans la cellule, 2 ions 

Na+ étant transportés dans la cellule avec le GABA, le symport est électrogénique (2 Na+ / 1 

Cl− /1 GABA) (Pramod et al, 2013). L’inversion du gradient Na+ provoque une libération de 

GABA à partir des neurones ou des cellules gliales ce qui peut être à l’origine de processus 

pathologiques. Un dysfonctionnement des transporteurs SLC6 a été relié à un certain 

nombre d’affections comprenant en autre l’hyperactivité (Mazei-Robison et al, 2008), 

l’epilepsie de type absence (Cope et al, 2009), les troubles de l’humeur, l’anxiété ou encore 

la dépression (Hahn et al, 2008). L’importance des transporteurs du GABA (GATs) est bien 

connue dans le contrôle de la dynamique des niveaux de GABA extracellulaires (Richerson 

& Wu, 2003). L’activité des GATs peut dépendre du potentiel de membrane des cellules, des 

concentrations de GABA extracellulaires et des gradients transmembranaires pour le 

transport du GABA. Ils peuvent également représenter une potentielle source de GABA en 

inversant leur fonctionnement lors de certaines conditions pathologiques ou de modulations 

pharmacologiques qui augmentent les concentrations de GABA intracellulaires (Richerson & 

Wu, 2003 ; Wu et al, 2003). Il est aussi connu que les transporteurs peuvent rapidement se 

redistribuer entre le compartiment intracellulaire et la surface membranaire et que leur 

activité peut être modulée par certaines kinases et notamment la PKA et la PKC (Corey et al, 

1994). Ainsi, cette redistribution des GATs à la membrane pourrait, sans changement dans 

la libération de GABA, moduler localement la recapture du GABA entraînant des variations 

de concentrations extracellulaires de GABA qui affecteraient l’inhibition tonique et phasique.  
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B. Structure 

Les transporteurs SLC6 ont 12 domaines trans-membranaire (TM), de longues parties N-

terminale et C-terminale intracellulaires médiant une large signalisation intracellulaire et une 

boucle extracellulaire entre les TM 3 et 4 (Foster & Vaughan, 2011). Bien que les 

transporteurs des procaryotes n’aient pas la même constitution que ceux des eucaryotes, ils 

présentent plus de 50% d’homologie entre eux, notamment concernant leur partie centrale 

« LeuT » où est situé leur domaine de liaison au substrat. La cristallisation des transporteurs 

chez la bactérie a permis d’établir la structure architecturale des transporteurs SLC6. Les 

transporteurs SLC6 ont une architecture de 5 + 5 hélices, où TMs 1–5 et TMs 6–10, qui 

forment deux pentahélices, sont alignées de manière antiparallèle et symétrique (Figure 28). 

Les TMs 1 et 6 forment avec les TMs 3 et 8 le site de liaison du substrat (S1) qui est localisé 

centralement à travers la membrane plasmique. Ce motif est très conservé parmi les 

espèces eucaryotes et procaryotes (Yamashita et al, 2005). Deux ions Na+ lient le substrat 

de manière proximale sur les sites Na1 et Na2 et le site de liaison pour le Cl- se trouverait 

localisé près du site Na1. Il s’agit d’un mécanisme de portes impliquant deux paires de 

résidus chargés, positionnés en dessus et en dessous de S1 qui s’ouvrent et se ferment 

(Krishnamurthy et al, 2009). Des données suggèrent l’existence d’un deuxième site de 

fixation au substrat (S2) qui serait cytoplasmique (Reyes & Tavoulari, 2011) mais ceci n’est 

pas précisément déterminé à l’heure actuelle car une autre étude suggère la présence de S1 

uniquement (Piscitelli et al, 2010). Bien que ces transporteurs soient considérés comme des 

monomères, des études ont montré qu’ils pouvaient s’associer en oligomères. Cette 

structure conformationnelle des transporteurs aurait un impact sur leur interaction avec des 

protéines intracellulaires, modulerait leur trafic à la surface membranaire ainsi que leur mode 

de fonctionnement (Sitte et al, 2004). En effet, les parties N et C-termnales de ces 

transporteurs sont connues pour interagir avec de nombreuses protéines de signalisation et 

certaines kinases (notamment la PKC) régulant leur expression, leur activité et leur 

dégradation (Pramod et al, 2013). 
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Figure 28: Structure typique d’un transporteur de la famille SLC6. A. Architecture hélicoïdale 
des transporteurs où les domaines transmembranaires ™ 1, 3, 6, 8 forme le site de liaison du 
substrat (cylindres rouges) combinés avec les TM 2, 4 , 5 et 7, 9, 10 (cylindres bleus) formant les 
domaines hélicoïdaux anti-parallèles. TM 11 et 12 (cylindres gris) sont localisés en périphérie du 
motif 5+5 (leur partie centrale « LeuT »). S : Substrat; Na+ : sphères violettes; Cl− : sphères 
vertes. B. Illustration des différents états des transporteurs. Les branches noires représentent les 
portes d’accès dans les transporteurs qui peuvent être ouvertes ou fermées. Le transport de 
neurotransmetteurs peut donc se faire quand les portes d’accès sont simultanément ouvertes. S 
: Substrat; Na+ : sphères violettes; Cl− : sphères vertes.  

 

C. Sous-types de transporteurs GABAergiques 

A l’heure actuelle, 4 types différents de transporteurs au GABA ont été décrits : GAT-1, GAT-

2, GAT-3, et le transporteur bétaïne/GABA type 1 (BGT-1). Leur séquence en acides aminés 

est relativement similaire entre les différentes espèces de mammifères (Borden, 1996).  

GAT 1 (codé par le gène SLC6A1) est le principal transporteur de GABA dans le cerveau. Il 

est principalement localisé sur les neurones (Song et al, 2013) même si l’on retrouve, dans 

certaines structures cérébrales, sa présence sur les corps astrocytaires. De par son contrôle 

des concentrations extracellulaires de GABA, il a un rôle prépondérant dans la régulation de 

la signalisation GABAergique (Razik et al, 2013).  
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GAT-3 (codé par le gène SLC6A11) est principalement exprimé sur les cellules gliales mais 

peut être aussi présent sur les synapses GABAergiques ce qui suggère qu’il participe 

activement à la régulation de la signalisation GABAergique. Tout comme GAT-1, GAT3 est la 

cible des médicaments anticonvulsivants.  

GAT-2 (SLC6A13), affiche un haut niveau d’homologie avec GAT-3 (67% d’acides aminés 

en commun), cependant il n’est pas exprimé sur les synapses GABAergiques bien qu’il soit 

présent dans le cerveau, les méninges et la rétine ainsi que dans le foie et les reins. 

Contrairement aux autres transporteurs, BGT-1 utilise à la fois le GABA et la bétaïne comme 

substrat. BGT-1 dont la localisation est similaire à celle de GAT-2, affiche 68% et 65% 

d’homologie avec GAT-2 et GAT-3, respectivement. 

 

D. Les transporteurs du GABA dans le GPe 

D.1 Localisation des transporteurs GAT-1/GAT-3 dans le GPe 

Les transporteurs GAT-1 et GAT-3 sont les seuls transporteurs GABAergiques identifiés (et 

largement exprimés) dans les différents noyaux composant les GB. Dans le GPe de rat, les 

ARNm des transporteurs GAT-1 et GAT-3 sont fortement exprimés (Durkin et al, 1995 ; 

Yasumi et al, 1997). On retrouve également un fort immunomarquage pour ces deux 

transporteurs dans le GPe chez le rat et le singe (Figure 29) (Galvan et al, 2005 ; Jin et al, 

2011b). Les études de microscopie électronique révèlent que GAT-1 est principalement 

présent sur les axones non myélinisés mais une faible proportion est également retrouvée 

sur les prolongements astrocytaires chez le singe (Jin et al, 2011b). Contrairement à GAT-1, 

GAT-3 est exclusivement exprimé sur les prolongements astrocytaires (Jin et al, 2011b) 

étroitement apposés sur les synapses GABAergiques ou entourant les complexes axo-

dendritiques des neurones pallidaux (Jin et al, 2011b). La forte expression de ces 

transporteurs dans le GPe de rats et de singes suggère un rôle de ces transporteurs dans le 

contrôle des concentrations de GABA extracellulaires (Jin et al, 2011b). En effet, il a été 

montré que le blocage pharmacologique des transporteurs GAT-1 et GAT-3 dans le GPe de 

primates non-humain et de rats, produit une augmentation des concentrations de GABA 

extracellulaires, ce qui réduit l’activité électrique des neurones pallidaux (Jin et al, 2011a; Jin 

et al, 2011b ). Ces données suggèrent que dans le GPe toute dysfonction de ces 

transporteurs pourrait produire une transmission GABAergique aberrante. Toutefois, malgré 

une augmentation des concentrations de GABA extracelllulaires dans le GPe (Ochi et al, 

2000) et l’hypoactivité des neurones palllidaux connues dans la MP (Ingham et al, 1997, 

Kita, 2011 #3221; Mallet et al, 2006 ) il n’y a pas de changement significatif de la localisation 
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de ces transporteurs chez le singe MPTP (Galvan et al, 2010) ce qui ne veut pas dire que 

leur taux d’expression n’est pas altéré pour autant. L’ensemble de ces résultats suggère un 

rôle majeur des systèmes de recapture du GABA dans le fonctionnement normal et 

pathologique du GPe et font d’eux des candidats très attrayants en terme de cible 

thérapeutique notamment dans la MP où les concentrations et la transmission GABAergique 

sont largement dérégulées.  

 

 

 
 

Figure 29: Localisation des transporteurs 
GAT-1 et GAT-3 dans le GPe chez le singe. 
A: le marquage de GAT-1 est indiqué par une 
flèche noire sur un axone non myélinisé. B: 
marquage de GAT-1 sur les prolongements 
astrocytaires (flèche blanche). C: Marquage de 
GAT-1 sur un prolongement astrocytaire 
entourant une terminaison axonale (TER) à 
proximité d’une dendrite (DEN). Dans le même 
champ, nous pouvons voir le marquage de 
GAT-1 sur un axone non myélinisé (flèches 
noires) D et E: Marquage de GAT-3 sur les 
prolongements astrocytaires (flèches noires) 
entourant un complexe axo-dendritique. En E 
nous pouvons voir des prolongements 
astrocytaires qui ne sont pas associés avec 
des terminaisons GABAergiques (flèches 
blanches). F: Distribution graphique du 
marquage de GAT-1 et GAT-3 sur les 
différents élements cérébraux. Les données 
sont exprimées en pourcentage des élements 
immunomarqués, le 100% étant le nombre 
total d’éléments examinés. Barre d’échelle : A, 
C, et E, 0.5 μm; B, 0.2 μm; D, 1 μm. (Galvan et 
al, 2005) 

 

D.2 Rôle fonctionnel des transporteurs du GABA dans le GPe 

Chez le singe et le rat en condition contrôle, l’injection intrapallidale d’un antagoniste des 

transporteurs GAT-1, la tiagabine, augmente les concentrations de GABA extracellulaires 

(Fink-Jensen et al, 1992 ; Galvan et al, 2005). Ces expériences ont également révélé que 

cette manipulation des transporteurs réduisait la fréquence de décharge des neurones 

pallidaux chez le singe (Galvan et al, 2005; Jin et al, 2011b ). De manière intéressante, les 

même expériences réalisées chez le singe MPTP révèlent une forte diminution de la 

décharge des neurones GPi alors que cela a peu d’effets sur les neurones du GPe (Galvan 

et al, 2010). 

En accord avec les données obtenues chez le singe, l’application de ce même antagoniste 

de GAT-1 sur des tranches aïgues de cerveau de rat, modifie la transmission synaptique. 



68 
 

Notamment, les cinétiques et la fréquence des IPSCs spontanés et miniatures (Jin et al, 

2011b) sont modifiées, mais sans modifications de l’amplitude de ces courants. Cette action 

passe donc probablement par des récepteurs GABAB pré-synaptiques. De plus, cette 

manipulation de GAT-1 induit l’apparition d’un courant tonique médié par les récepteurs 

GABAA extra-synaptiques dans le GPe (Jin et al, 2011b). Ces résultats suggèrent que GAT-1 

régule les concentrations de GABA extracellulaires de par son action de recapture de GABA 

extracellulaire ainsi que la libération de GABA striato-pallidale par une action sur les 

récepteurs GABAB pré-synaptiques (Galvan et al, 2006). D’un point de vue comportemental, 

il a été montré que le blocage unilatéral de GAT-1 produisait des rotations ipsilatérales chez 

le rat (Chen & Yung, 2003). Etant donné les altérations de la transmission GABAergique 

dans le GPe dans la MP, il serait intéressant d’étudier le rôle des GATs dans la 

physiopathologie de cette maladie. 

Concernant GAT-3 et connaissant son fort niveau d’expression dans le GPe chez le singe et 

le rat, son rôle dans le contrôle de la transmission GABAergique doit être primordial. Il a été 

montré que le blocage de GAT-3 par infusion locale d’antagoniste in vivo dans le GPe, 

augmente la concentration de GABA extracellulaire et inhibe l’activité pallidale chez le singe 

(Jin et al, 2011a). De plus, in vitro, son blocage modifie les cinétiques de transmission 

synaptique GABAergique dans le GPe chez le rat et induit un courant tonique (Jin et al, 

2011b). GAT-3 peut également réduire la transmission glutamatergique en permettant 

l’activation des récepteurs GABAB situés sur les synapses asymétriques subthalamo-

pallidales (Jin et al, 2011a). Contrairement au GPe, le blocage de GAT-3 dans le STR est 

largement masqué par l’action de GAT-1 (Kirmse et al, 2009), ce qui est cohérent avec son 

faible niveau d’expression dans ce noyau. L’ensemble de ces données suggère que les 

transporteurs GATs jouent un rôle important dans la régulation de la transmission 

GABAergique dans le GPe.  

 

E. Modulation de l’activité des transporteurs du GABA par 

les neuromodulateurs 

Une interaction entre les transporteurs GATs et d’autres systèmes impliqués également dans 

la MP a été établie. La recapture du GABA peut être augmentée par l’activation des 

récepteurs CB1 (cannabinoïdes 1) dans le GPe chez le rat (Venderova et al, 2005), ce qui 

pourrait être utilisé pour compenser l’hyperactivité de la transmission GABAergique striato-

pallidale dans la MP. Mais le mécanisme le plus renseigné et le plus prometteur dans le 
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traitement de la MP à l’heure actuelle concerne la modulation de la transmission 

GABAergique dans les GB par l’adénosine. En effet, une étude a montré que l’adénosine, 

par une action sur ses récepteurs A2A, inhibe la recapture de GABA par GAT-1 dans le GPe 

(Gonzalez et al, 2006). Cet effet a également été montré dans d’autres structures et 

notamment dans le cortex (Cristovao-Ferreira et al, 2011). De manière cohérente, l’utilisation 

d’antagonistes des récepteurs A2A a de bons effets antiparkinsoniens, qui pourraient être 

dus en partie à une action présynaptique sur la voie striato-pallidale de désinhibition de 

l’activité de GAT-1. Ce mécanisme de modulation de l’activité de GAT-1 pourrait expliquer 

les effets antiparkinsoniens de l’adénosine mais d’autres hypothèses ont également été 

envisagées. 

La production d’adénosine dans le cerveau est due à la synthèse/dégradation de l’AMP/ATP. 

Les récepteurs A1A et A3A de l’adénosine sont négativement couplés à l’adenylade cyclase 

(AC) alors que les récepteurs A2A et A2B y sont couplés positivement (Pinna et al, 2005). 

Les récepteurs A2A sont fortement exprimés dans les GB et en particulier sur les MSNs de 

la voie indirecte qui projettent sur le GPe mais on en retrouve également beaucoup sur les 

astrocytes. Pour ces raisons, le rôle de l’adénosine dans la modulation de la libération de 

GABA a été grandement étudié notamment lors de la MP. Des expériences 

d’électrophysiologie et de neurochimie ont montré que la stimulation des récepteurs A2A 

augmente la libération de GABA dans le GPe notamment par une action excitatrice sur les 

neurones striato-pallidaux de la voie indirecte où ils sont exprimés spécifiquement (Fink et al, 

1992 ; Sebastiao & Ribeiro, 1996). Etrangement aucun de ces récepteurs n’est retrouvé sur 

les MSNs de la voie directe possédant le récepteurs D1 (Fink et al, 1992). L’effet stimulateur 

des récepteurs A2A sur la transmission GABAergique striato-pallidale a ensuite été confirmé 

par les expériences de microdialyse montrant que l’injection systémique intrapallidale 

d’agonistes des récepteurs A2A (le CGS21680) produisait une augmentation des 

concentrations de GABA extracellulaires dans le GPe chez le rat, un effet pouvant être 

reversé par l’injection d’antagonistes spécifiques (le KW- 6002) pour ces mêmes récepteurs 

A2A (Ochi et al, 2000). Chez les rats 6-OHDA, l’injection des antagonistes A2A diminue 

partiellement l’augmentation de la concentration de GABA extracellulaire dans le GPe alors 

qu’aucun changement n’est observé en réalisant la même injection chez des animaux 

contrôles (Ochi et al, 2000). Ceci suggère que l’augmentation de GABA observée dans le 

GPe lors de la MP est en partie due à un mécanisme dépendant de l’effet de l’adénosine sur 

les récepteurs A2A. De plus, concernant la recapture du GABA, les récepteurs A2A inhibent 

l’action de GAT-1 dans le GPe par un processus impliquant la voie de signalisation AC/PKA. 

Ce mécanisme n’est pas clairement défini mais il ne dépend pas de mécanismes de 

phosphorylation de ces transporteurs car le site de phosphorylation de GAT-1 est 
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extracellulaire (Gonzalez et al, 2006). Cependant des expériences réalisées sur des 

astrocytes corticaux en culture, montrent que l’adénosine a l’effet inverse sur la recapture de 

GABA que ceux observés dans le GPe (Cristovao-Ferreira et al, 2013). Elle module la 

capacité de transport totale de neurotransmetteur par les transporteurs GAT-1 et GAT-3, 

mais son action sur les récepteurs A1A inhibe la recapture alors que celui sur A2A la facilite. 

Ce résultat peut s’expliquer par l’oligomérisation des récepteurs. Dans le cortex, les 

récepteurs A1A-A2A forment des hétéromères dont l’activation respective joue sur 

l’internalisation de l’ensemble du complexe A1A-A2A. Pour l’instant, l’hétérodimérisation des 

récepteurs A1A et A2A n’a pas été montrée dans le GPe. De plus, il se pourrait que les 

récepteurs astrocytaires aient un fonctionnement différent que ceux neuronaux. D’autre part, 

d’un point de vue comportemental, l’utilisation d’antagonistes des récepteurs A2A augmente 

les rotations contralatérales induites par les agonistes DA après une lésion unilatérale à la 6-

OHDA (Morelli et al, 1994) et réduit les tremblements parkinsoniens chez les rats stimulés 

par la tacrine (Simola et al, 2004). L’utilisation d’antagonistes des récepteurs A2A dans la 

MP est très attractif puisque leur utilisation améliore les symptômes moteurs chez les 

animaux modèles de la MP sans induire de dyskinésies (Kanda et al, 1998). De plus, ils 

pourraient partiellement ralentir la progression de la maladie par des effets de 

neuroprotection comme cela a été montré avec la caféine (Chen et al, 2001; Xu et al, 2010).  

IV. Gliotransmission 

1. Généralités 

Les cellules gliales dans le système neurveux central sont de différents types. Elles 

comprennent les oligodendrocytes, la microglie et les astrocytes. Les oligodendrocytes et les 

cellules microgliales sont connus depuis longtemps pour assurer des fonctions particulières 

telles que la myélinisation et la réponse immunitaire, respectivement. 

Les astrocytes assurent quant à eux de nombreuses fonctions centrées sur le support et la 

protection des neurones. Ces cellules participent au maintien de la barrière hémato-

encéphalique, régulent le flux sanguin, assurent l'approvisionnement en nutriments et le 

métabolisme énergétique du système nerveux, participent à la neurotransmission et au 

maintien de la balance ionique du milieu extracellulaire (Broux et al, 2015 ; Otsu et al, 2015 ; 

Walz, 2002). Les astrocytes jouent également un rôle dans la défense immunitaire, la 

réparation et la cicatrisation du cerveau ou de la moelle épinière après une lésion. Il a 

également été montré que certaines sous-populations d'astrocytes ont des propriétés de 

cellules souches neurales et sont à la source du mécanisme de neurogénèse adulte (Nolte 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Neurone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Barri%C3%A8re_h%C3%A9mato-enc%C3%A9phalique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Barri%C3%A8re_h%C3%A9mato-enc%C3%A9phalique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nutriment
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolisme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_nerveux
https://fr.wikipedia.org/wiki/Neurotransmission
https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9fense_immunitaire
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et al, 2001). La morphologie caractéristique des astrocytes que l’on peut comparer à une 

forme d’étoile a été mise en évidence avec un marquage immunohistologique de la « glial 

fibrillary acidic protein » (GFAP), une protéine des filaments intermédiaires astrocytaires, 

classiquement utilisée pour leur identification. Cependant, le remplissage des astrocytes de 

l’hippocampe par un composé fluorescent révèle que les astrocytes forment des 

prolongements très fins dépourvus de GFAP qui s’étendent bien plus loin que les faisceaux 

de GFAP (qui ne représentent que 15% du volume total de l'astrocyte (Bushong et al, 2002)) 

entourant l’entière surface des vaisseaux sanguins cérébraux. Les astrocytes sont aussi en 

contact avec les synapses qu’ils entourent de leurs prolongements (Spacek, 1985). C’est de 

cette proximité avec les synapses qu’est venu le concept de synapse tripartite (neurone pré-

synaptique - neurone post-synaptique - astrocyte). Même si des études réalisées sur des 

souris exprimant la GFP sous le contrôle du promoteur de la GFAP ont confirmé que la 

population astrocytaire est hétérogène, (Nolte et al, 2001 ; Wallraff et al, 2004), des 

caractéristiques typiques de ces cellules peuvent être dégagées: une forte expression en 

GFAP, un corps cellulaire irrégulier avec des prolongements étendus, une faible résistance 

entrée, un potentiel de membrane très négatif, l’absence de canaux potentiel-dépendants 

ainsi que la présence sur leur membrane plasmique de systèmes de recapture de 

neurotransmetteurs. Une caractéristique intéressante des astrocytes est qu’ils sont couplés 

entre eux par des jonctions GAP et forment un réseau étendu. Les jonctions GAP sont 

principalement composées de connexines 43 (Dermietzel et al, 1991). Ces jonctions laissent 

passer des petites molécules comme des ions (Ca2+, K+, Na+,…), des seconds messagers 

(ATP, IP3, …) et même des métabolites comme le glucose ou le glutamate. Le niveau 

d’expression et la perméabilité des jonctions GAP sont variables (Wallraff et al, 2004) et 

peuvent être modulés par différents agents (neurotransmetteurs, Ca2+…) entraînant des 

changements de propriétés du réseau astrocytaire (Giaume & McCarthy, 1996). L’ensemble 

de ces données laisse à penser que les astrocytes ne sont pas de simples éléments de 

soutien pour les neurones mais des cellules cérébrales qui participent activement à la 

communication et au transfert de l’information au sein des réseaux neuronaux. De 

nombreuses études sur les astrocytes ont permis de mettre en évidence des interactions 

fonctionnelles entre les neurones et les astrocytes et de clarifier leur rôle dans le 

fonctionnement cérébral et notamment dans la modulation des systèmes de 

neurotransmetteurs.  
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2. Excitabilité astrocytaire 

Les astrocytes sont capables d'assurer une forme de communication, reposant sur des 

vagues intracellulaires de Ca2+, et peuvent également libérer certains neurotransmetteurs 

(appelés gliotransmetteurs). En effet, les astrocytes sont maintenant considérés comme des 

cellules activables, puisque activés par des messagers intracellulaires ou extracellulaires, ils 

sont capables de libérer des substances permettant une communication avec les cellules 

voisines (Bezzi & Volterra, 2001). Cependant les astrocytes ne sont pas capables de générer 

des potentiels d’actions. L’activation des astrocytes peut provenir des signaux neuronaux et 

est donc dépendante de neurotransmetteurs ou peut être spontanée et par conséquent 

indépendante des impulsions neuronales. Observée en premier lieu dans l’hippocampe et le 

cervelet (Bezzi & Volterra, 2001), il est bien connu maintenant que les astrocytes possèdent 

sur leur membrane un large nombre de récepteurs et en particulier ceux au glutamate qui ont 

largement été étudiés (Steinhauser & Gallo, 1996). Les astrocytes peuvent donc être activés 

par plusieurs neurotransmetteurs tels que le glutamate, le GABA, la dopamine, 

l’acétylcholine, l’ATP et l’adénosine en autres (Araque et al, 2002 ; Brambilla et al, 2003; 

Cristovao-Ferreira et al, 2013 ; Khan et al, 2001 ; Zhang et al, 2003 ). Une étude a montré 

que le glutamate pouvait évoquer une augmentation des concentrations de calcium 

intracellulaires dans des astrocytes en culture qui se propagent à l’intérieur de la cellule et 

même dans le réseau d’astrocytes interconnectés (Cornell-Bell et al, 1990). Il a également 

été montré que l’ATP libéré par les astrocytes eux-mêmes pouvait activer des récepteurs 

P2Y1 et déclencher des vagues calciques se propageant dans le sincytium astrocytaire 

jusqu’à environ 100-200 µm en environ 15s en partant du point d’initiation de la vague 

calcique (Bowser & Khakh, 2007). De plus, d’autres études ont montré qu’une augmentation 

de calcium intracellulaire dans les astrocytes en culture pouvait également entraîner des 

augmentations de la concentration en calcium dans les neurones voisins (Nedergaard, 1994; 

Parpura & Zorec, 2010 ) suggérant une influence bidirectionnelle entre ces deux types 

cellulaires. Le transfert d’information entre les neurones et les astrocytes est principalement 

dû à une communication directe par le débordement des neurotransmetteurs de la fente 

synaptique qui vont aller activer les astrocytes à proximité. L’excitation spontanée des 

astrocytes, c’est-à-dire leur capacité à générer des vagues calciques indépendamment de 

l’activité neuronale, est une de leurs propriétés qui a été observée à la fois dans des 

tranches aigues de cerveau (Parri & Crunelli, 2001) ; (Nett et al, 2002) et in vivo (Hirase et al, 

2004). Cette excitation qui provient de la libération du calcium des stocks intracellulaires, est 

très courante pendant le développement cérébral et semble diminuer quand la formation des 

circuits neuronaux apparait (Aguado et al, 2002; Nett et al, 2002 ; Parri & Crunelli, 2001 ). De 

manière importante, il a été montré que l’augmentation de calcium intracellulaire astrocytaire 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Calcium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Neurotransmetteur
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est responsable de la libération de gliotransmetteurs comme le glutamate qui produit une 

excitation neuronale (Parri & Crunelli, 2001). Ces données changent l'idée commune selon 

laquelle l'information est générée par les neurones et se propage à travers les circuits 

neuronaux avant d'atteindre la glie. Les influx calciques à la fois dans les neurones et les 

astrocytes seraient des sources d’excitation et d’inhibition qui pourraient opérer ensemble 

pour coordonner les réseaux neuronaux (Aguado et al, 2002). Malgré tout, les évènements 

biochimiques associés à l’excitation astrocytaire et à la propagation du signal sont 

probablement plus complexe. Dans des astrocytes en culture, il a été montré que l’ATP 

pouvait déclencher des vagues calciques qui sont accompagnées de vagues métaboliques, 

c’est-à-dire de vagues sodiques intracellulaires dues à la recapture de glutamate et qui 

entraîne une augmentation accrue de l’utilisation du glucose (Bernardinelli et al, 2004). Ceci 

pourrait suggérer une coordination spatiale et temporelle de l’apport de substrats 

énergétiques aux neurones en réponse à une activité synaptique localisée ce qui complexifie 

encore le fonctionnement des astrocytes. D’autre part, peu de choses sont connues 

concernant l’influence de facteurs environnementaux sur l’activation des astrocytes hormis 

en culture où il est connu que l’ajout de facteurs de croissance ou de cytokines peuvent 

induire d’importants changements dans la nature et la propagation des signaux calciques 

intracellulaires (John et al, 1999; Morita et al, 2003 ). La connaissance de l’impact 

environnemental sur l’activité astrocytaire pourrait avoir de nombreuses conséquences sur 

notre vision du rôle probablement très complexe des astrocytes dans le cerveau.  

 

3. Gliotransmission :  

Supportant l’idée que les astrocytes participent au traitement de l’information, des études ont 

montré que ces cellules possèdent des molécules requises pour l’exocytose de 

neurotransmetteurs (Hepp et al, 1999; Parpura et al, 1995 ). En effet, les astrocytes sont 

capables de percevoir et surtout d’intervenir directement dans la transmission synaptique en 

libérant de nombreuses molécules en réponse à une stimulation physiologique. Ces 

gliotransmetteurs synthétisés et/ou stockés par les astrocytes, induisent des réponses 

rapides (de l’ordre de la milliseconde à la seconde) chez les cellules voisines et participent à 

des processus physiologiques (Volterra et Meldolesi, 2005). Parmi les différents types de 

gliotransmetteurs libérés, beaucoup sont excitateurs comme le glutamate, l’ATP et la D-

serine (Bowser & Khakh, 2007; Kozlov et al, 2006; Oliet & Mothet, 2009), pour revue: (Fiacco 

& McCarthy, 2006). Cependant les molécules inhibitrices classiques sont aussi libérées par 

les astrocytes et peuvent moduler l’excitabilité neuronale. Certaines études ont suggéré que 

la glycine et la taurine sont libérées par la glie et agissent comme des molécules 
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neuroactives (Barakat et al, 2002). D’autres expériences ont également révélé une 

accumulation de GABA et la présence de la GAD67 dans le soma et les prolongements des 

astrocytes entourant les neurones et les vaisseaux sanguins dans des conditions 

physiologiques (Blomqvist & Broman, 1988 ; Lee et al, 2011a; Martinez-Rodriguez et al, 

1993 ) suggérant la possible libération de ces molécules inhibitrices par les astrocytes. De 

manière intéressante, des données montrent que les quantités de GABA et de GAD 

astrocytaires sont régulées dynamiquement et évoluent au cours du développement (Barres 

et al, 1990; Ochi et al, 1993 ). De manière générale, ces résultats suggèrent qu’il existe un 

lien étroit entre le système GABAergique astrocytaire et le développement cérébral.  

Plus récemment, des études sur des cultures astrocytaires et sur des tranches aïgues de 

cerveaux ont démontré une libération de GABA par les cellules gliales dans plusieurs 

régions cérébrales incluant le cervelet, le thalamus, le striatum et l’hippocampe (Jimenez-

Gonzalez et al, 2011; Lee et al, 2010 ; Yoon & Lee, 2014 ). Il a été montré que cette 

libération de GABA d’origine gliale était responsable d’un courant GABAergique tonique 

dans les neurones (Jimenez-Gonzalez et al, 2011; Lee et al, 2010 ). Dans le thalamus, ce 

courant tonique semble être dû à une action sur les récepteurs GABAA contenant la sous-

unité δ (Jimenez-Gonzalez et al, 2011). Il a aussi été montré que les quantités de GABA 

astrocytaires sont variables en fonction des régions cérébrales et sont potentiellement 

corrélées avec l’amplitude du courant tonique enregistrée dans les neurones. Par exemple, 

les fortes quantités de GABA astrocytaires dans le cervelet sont corrélées avec un fort 

courant tonique alors que dans l’hippocampe où les quantités sont plus faibles, les neurones 

pyramidaux affichent un courant tonique moins important (Yoon et al, 2011). Alors que 

classiquement le GABA est connu pour être synthétisé à partir du glutamate par l’enzyme 

décarboxylase de l’acide glutamique (GAD), il a récemment été identifié une nouvelle voie de 

biosynthèse de GABA dans les astrocytes liée à la dégradation des putrescines par l’activité 

enzymatique de la Monoamine oxidase B (MAOB) (Figure 30). Cette étude a montré que 

l’inhibition de cette enzyme élimine le courant tonique enregistré dans les neurones du 

cervelet et les MSNs du striatum. La récupération de l’activité de la MAOB s’accompagne 

d’une restitution totale du courant tonique (Yoon et al, 2014). 
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Figure 30: Voie de synthèse de GABA à partir des 
putrescines. Les astrocytes peuvent synthétiser du 
GABA à partir des putrescines via la monoamine 
oxydase dans le striatum et le cervelet. PAT: 
putrescine acetyltransferase; MAOB: monoamine 
oxidase B; ALDH2: aldehyde deshydrogénase 2. 
(Yoon & Lee, 2014) 

 

L’ensemble de ces données suggèrent un rôle majeur du GABA d’origine gliale dans 

l’établissement d’un courant tonique. De manière intéressante, une altération de l’IT est 

retrouvée dans un certain nombre de pathologies incluant l’épilepsie de type absence, le 

traumatisme crânien et la maladie de Huntington (Clarkson et al, 2010 ; Pirttimaki et al, 

2013 ; Wojtowicz et al, 2013). Il serait capital d’établir un lien entre des changements de 

courant tonique et des modifications de libération du GABA d’origine gliale dans différentes 

pathologies où le système GABAergique est dérégulé. Dans cette optique, il est important de 

noter qu’il se produit une augmentation de GABA libéré par des astrocytes réactifs dans 

l’hippocampe dans des modèles animaux de la maladie d’Alzheimer ce qui a été mis en lien 

avec des déficits mnésiques (Wu et al, 2014). D’après ces données, nous pouvons aisément 

en conclure que le GABA d’origine gliale module l'activité neuronale et a une fonction 

physiologique très importante.  

 

4. Systèmes de libération de gliotransmetteurs 

A. La libération vésiculaire 

Plusieurs modes de libération de gliotransmetteurs ont été identifiés. Le mode de libération 

peut être vésiculaire (Parpura & Zorec, 2010), dépendant du complexe protéique 

membranaire SNARE et régulé par une augmentation de Ca2+ intracellulaire dans les 

astrocytes. Contrairement aux neurones, une faible élévation des concentrations de calcium 

est capable d’induire la fusion vésiculaire et donc la libération de certains gliotransmetteurs 
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comme cela a clairement été montré pour le glutamate (Parpura & Haydon, 2000). Il a 

également été identifié sur des astrocytes en culture que les vésicules d’exocytose 

responsables de la libération de glutamate contenaient le transporteur VGLUT2 et la 

synaptobrevine 2, une protéine de fusion membranaire appartenant au complexe 

membranaire SNARE (Crippa et al, 2006 ; Deak et al, 2006). Ces vésicules sont fortement 

mobiles et fusionnent à la membrane plasmique préférentiellement au niveau des 

prolongements astrocytaires (Crippa et al, 2006) prouvant distinctement l’existence d’un 

mode de libération vésiculaire dans les astrocytes.  

La libération de neurotransmetteurs peut aussi être non-vésiculaire à travers des canaux 

spécifiques ou à travers le fonctionnement inverse des transporteurs. En effet, il a été montré 

qu’il pouvait exister une libération non-vésiculaire par des hémicanaux formés par des 

connexines (Ye et al, 2003), par le système de transport cystine/glutamate (Warr et al, 

1999), par des canaux sensibles au volume cellulaire (volume-regulated anion channel, 

VRAC) (Kimelberg et al, 1990) ou par des récepteurs purinergiques P2X qui dans certaines 

conditions deviennent perméables à des molécules de plus grosse taille (Duan et al, 2003).  

 

B. Libération de GABA par les transporteurs 

L’exocytose de GABA a été mise en évidence dans les cellules granulaires du cervelet 

pendant le développement chez le rat, mais à l’âge adulte, la libération de GABA astrocytaire 

semble se faire de manière non-vésiculaire (Rossi et al, 2003). En effet, Barakat et Bordey 

ont montré grâce à des enregistrements électrophysiologiques en configuration « cellule 

entière » que les astrocytes présents dans le cervelet possédent des transporteurs GAT-1 

(Barakat & Bordey, 2002) capables d’inverser leur fonctionnement et d’entraîner une 

libération de GABA suffisante pour activer des récepteurs GABAA à proximité (Barakat & 

Bordey, 2002). De plus, il a été montré au niveau du réseau hippocampique que, en réponse 

à une recapture de glutamate, les transporteurs astrocytaires GAT-2/3 changent leur mode 

de fonctionnement et libèrent du GABA durant une augmentation de l’activité des cellules 

pyramidales (Heja et al, 2012). Ceci suggère que les astrocytes sont capables d’induire une 

inhibition afin de prévenir une sur-activation du réseau neuronal. Une autre étude menée sur 

une lignée transgénique de souris modèle de la maladie de MH, a permis de montrer une 

libération de GABA en provenance du transporteur GAT-3 astrocytaire dans le striatum. 

Cette étude identifie une diminution de la capacité des astrocytes à se dépolariser, 

provoquant une diminution de la probabilité de libération de GABA par GAT-3 en condition 

pathologique, ce qui a de lourdes conséquences sur la transmission GABAergique tonique 

(Wojtowicz et al, 2013). A l’inverse, il a également été montré dans l’hippocampe lors de la 
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maladie d’Alzheimer (Wu et al, 2014) que les transporteurs gliaux GAT-1 et GAT-3/4 ont un 

mode d’activité inversé ce qui a pour conséquence une libération de GABA. Cette libération 

de GABA d’origine gliale en condition pathologique a été liée à la symptomatologie de cette 

maladie.  

 

C. Canaux perméables au GABA: Les Bestrophines 

La glie peut également libérer du GABA par des canaux spécifiques. Ceci a été montré pour 

la première fois dans les cellules du cervelet (Lee et al, 2010) où une libération de GABA 

gliale par une nouvelle catégorie de canaux ioniques, nommés Bestrophines I a été 

observée. Ces canaux sont responsables de la libération constitutive de GABA, 

indépendante de l’augmentation de Ca2+ intracellulaire dans les cellules gliales de Bergmann 

du cervelet. Les auteurs suggèrent que l’IT observée dans le cervelet en condition 

physiologique n’est pas majoritairement due à l’activité neuronale mais plutôt à cette source 

de GABA d’origine gliale qui participe à environ 50-70% au courant tonique (Lee et al, 2010). 

Ces résultats sont en adéquation avec plusieurs autres études qui supportent une libération 

de GABA non-vésiculaire, indépendante de l’activité neuronale et de l’augmentation de Ca2+ 

intracellulaire (Brickley et al, 1996 ; Demarque et al, 2002). De récentes études menées sur 

les astrocytes de l’hippocampe supportent un rôle des Bestrophines I dans la libération de 

GABA non seulement en condition physiologique (Lee et al, 2010 ; Yoon et al, 2011) mais 

également en situation pathologique pendant la maladie d’Alzheimer (Jo et al, 2014). 

 

5. Gliotransmission et excitabilité neuronale 

Une étude d’électrophysiologie in vitro a révélé que l’ATP augmente la libération de 

glutamate par les cellules gliales du noyau du faisceau solitaire (NTS) ce qui a pour 

conséquence d’augmenter la transmission synaptique excitatrice des neurones (Accorsi-

Mendonca et al, 2013). L’utilisation du fluoroacétate (FAC) (un inhibiteur du métabolisme 

glial) a permis aux auteurs de prouver le rôle de l’ATP sur les récepteurs P2X astrocytaires 

et la conséquence de leur activation dans la promotion de l’excitation neuronale à travers la 

libération de glutamate. Ces données suggèrent que les gliotransmetteurs astrocytaires sont 

capables d’intervenir et de moduler à la fois la transmission phasique et tonique des 

neurones. D’autre part, concernant en particulier la transmission inhibitrice, il est connu que 

la libération de GABA par les cellules gliales a un rôle important au cours du développement 

cérébral où son action est dépolarisante (Liu et al, 2000b). Dans les cellules matures, avec 
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les changements d’équilibre ionique, le GABA devient hyperpolarisant mais son rôle reste 

tout aussi important. Par exemple, il a été montré dans l’hippocampe que la recapture de 

glutamate extracellulaire entraîne une libération gliale de GABA par le fonctionnement 

inverse des transporteurs. Ceci a un impact direct sur l’excitabilité des cellules pyramidales 

puisque cette voie de libération contribue à l’IT de ces neurones. En effet, in vivo, 

l’augmentation de libération de GABA module les oscillations  dans la région CA1 de 

l’hippocampe suggérant un rôle fonctionnel en conditions physiologiques (Heja et al, 2012).. 

Dans plusieurs régions cérébrales incluant le cervelet (Lee et al, 2010; Rossi et al, 2003 ), 

l’hippocampe ou encore le striatum (Wojtowicz et al, 2013), le GABA libéré par la glie dans 

l’espace extracellulaire active les récepteurs GABAA et entraîne un courant tonique 

produisant une inhibition persistante dans ces régions ce qui rend les neurones moins 

facilement excitables. Le GABA glial peut également agir sur les récepteurs GABAB pré-

synaptiques et de fait, diminuer la probabilité de libération de neurotransmetteurs et moduler 

l’IT (Kaneda & Kita, 2005). Cependant, il a été montré qu’à l’inverse, l’activation de 

récepteurs GABAB post-synaptiques augmentent le courant tonique médié par des 

récepteurs δ-GABAA dans les cellules granulaires du gyrus denté de l’hippocampe (Tao et al, 

2013). 

 

6. Rôle des astrocytes dans la régulation de 
l’équilibre ionique 

Une des fonctions astrocytaires est la régulation de la concentration extracellulaire de 

différents ions. Cette propriété est d’autant plus importante que les transporteurs des 

neurotransmetteurs, présents à la surface astrocytaire sont dépendants de cet équilibre 

ionique. Les astrocytes ont une forte capacité à tamponner le potassium. Les astrocytes 

capturent le potassium extracellulaire par des canaux potassiques, des pompes 

Na/K/ATPases et des cotransporteurs Na+/K+/Cl-. Les astrocytes participent aussi à la 

régulation des ions H+ et HCO3
- et par conséquent à la régulation du pH. De nombreux 

transporteurs tels que l’antiport Na+/H+, les cotransporteurs Na+/HCO3
- et Cl-/HCO3

- sont 

exprimés par les astrocytes. Enfin, les astrocytes participent à la régulation du niveau 

extracellulaire de Na+ et du Cl- (Simard & Nedergaard, 2004) ce qui a un rôle primordial dans 

le fonctionnement des transporteurs de la famille SLC6. Le contrôle des ions Cl- par les 

astrocytes est aussi impliqué dans la régulation du volume cellulaire et de l’osmolarité (Walz, 

2002).  
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7. Les transporteurs gliaux 

Les synapses sont entourées par les astrocytes qui délimitent la fente synaptique et 

empêchent la diffusion des neurotransmetteurs (Araque et al, 1999)(Araque et al, 1999). 

Cette organisation en synapse ’tripartite’ permet une recapture efficace des 

neurotransmetteurs par des transporteurs du glutamate, du GABA ou de la glycine, qui sont 

situés sur les prolongements astrocytaires (Masson et al, 1999). Ce mécanisme de recapture 

permet d’optimiser la neurotransmission (réduction du temps de stimulation des éléments 

neuronaux, restriction spatiale de la stimulation). Il permet également le recyclage des 

neurotransmetteurs et donc d’éviter leur accumulation dans l’espace extracellulaire, ce qui 

dans le cas du glutamate peut avoir des effets excitotoxiques (Huang et al, 2004). De plus, 

les prolongements astrocytaires autour des synapses sont mobiles et dynamiques (Grass et 

al, 2004) ce qui peut induire des changements dans les propriétés de la neurotransmission. 

Par exemple, la réduction de la couverture astrocytaire des synapses dans l’hypothalamus 

en période de lactation entraîne une inhibition rétrograde de la libération de glutamate via la 

stimulation des récepteurs pré-synaptiques au glutamate mGluR (Oliet et al, 2001). De 

manière intéressante, une étude récente (Shigetomi et al, 2012) a montré que les processus 

d’endocytose/exocytose de GAT-3 à la surface astrocytaire étaient dépendants d’une 

augmentation de Ca2+ intracellulaire due à l’activation de récepteurs TRPA1, sigle en anglais 

pour « transient receptors potential cation channel, member A1» à la surface gliale (Figure 

31). Le blocage pharmacologique de ces récepteurs-canaux produit une diminution de 

recapture de GABA et par conséquent une réduction de l’amplitude des courants 

synaptiques inhibiteurs dans les interneurones de l’hippocampe. Ainsi, l’activité des canaux 

TRPA1 astrocytaires en altérant le système de recapture gliale peut modifier le traitement 

optimal de l’information en jouant sur la balance excitation-inhibition dans le cerveau.  

 

Figure 31: Représentation des voies de 
transduction dépendantes des canaux 
TRPA1. L’ouverture des canaux TRPA1 
sur les astrocytes contribute à l’élévation 
des [Ca2+] (flèches rouges) responsable 
d’une modulation de l’exocytose du 
transporteur GABAergique GAT-3 à la 
surface astrocytaire. Cette régulation 
participe conjointement avec GAT-1 au 
contrôle des concentrations de GABA 
extracellulaires. Il n’est cependant pas 
connu si l’activité des canaux TRPA1 peut 
être modulée par la libération de 
neurotransmetteurs ou d’autres 
substances agonistes libérées par les 
neurones (Clarke & Attwell, 2012). 
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8. Astrocytes et physiopathologie 

Les astrocytes ont pour caractéristique de s’activer en réponse à des situations 

pathologiques extrêmement diverses comme l’ischémie, le traumatisme cérébral, les 

infections virales, l’épilepsie et les maladies neurodégénératives. Ainsi, indépendamment du 

type d’atteinte et de la région cérébrale affectée, les astrocytes deviennent réactifs, c'est-à-

dire qu’ils augmentent en terme de taille, ont des prolongements cytoplasmiques élargis et ils 

surexpriment la GFAP (Anderson et al, 2014; Gomide & Chadi, 2005; Hoke & Silver, 1994 ; 

Sukhorukova et al, 2015 ). Cette réponse est appelée astrogliose, réaction gliale ou encore 

activation astrocytaire. Mais il se pourrait également qu’une réaction astrocytaire modérée 

soit necessaire dans des processus physiologiques tels que la plasticité synaptique pour 

l’apprentissage et la mémoire (Jones et al, 1996).  

Dans différentes études, l’immumomarquage dirigé contre la GFAP est classiquement utilisé 

comme index de l’état astrocytaire. Il est alors possible de voir qu’après une atteinte 

cérébrale telle qu’un épisode ischémique ou après une crise d’épilepsie, il se produit une 

réaction astrocytaire caractérisée par une hypertrophie et une prolifération des astrocytes 

(Charron et al, 2014; Eng et al, 2000 ). Le nombre d’astrocytes visibles dans la structure 

réactive semble augmenter mais la quantification du nombre de cellules en division montre 

en réalité que la prolifération des astrocytes est souvent très limitée, environ 2% de la 

population d’astrocytes. En réalité, il est possible que l’impression d’une augmentation du 

nombre d’astrocytes soit liée à une augmentation de l’immunoréactivité pour la GFAP. Dans 

la maladie d’Alzheimer, des astrocytes réactifs entourent les plaques amyloïdes (Nagele et 

al, 2004), qui sont des agrégats de différentes protéines cérébrales, une atteinte très 

caractéristique de cette pathologie. De même dans la MP, une augmentation du nombre et 

de la surface astrocytaire est également observée dans le sriatum et le GPe chez plusieurs 

modèles animaux et les patients parkinsoniens (Charron et al, 2014). Ces observations 

renforcent l’idée que la réaction astrocytaire survenant lors d’un état pathologique, est 

probablement un élément protecteur. Un autre point important concernant la fonction des 

astrocytes est leur capacité à contrôler les concentrations extracellulaires de 

neurotransmetteurs et notamment celle du glutamate. En effet, en raison de son caractère 

excitotoxique, l’homéostasie du glutamate est primordiale. Des souris qui ont été invalidées 

pour GLT-1, le principal transporteur astrocytaire de glutamate, développent des crises 

d’épilepsies spontanées qui sont létales probablement en raison d’une neurotoxicité très 

importante (Tanaka et al, 1997). La dérégulation de la gliotransmission glutamatergique a 

été la plus étudiée dans diverses conditions pathologiques et notamment l’épilepsie et la 

schizophrénie. En effet, il a notamment été montré qu’une augmentation de la 
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gliotransmission excitatrice conduit à une activité épileptique du cerveau alors que sa 

réduction et notamment la diminution de libération de D-serine par les astrocytes est 

associée à la schizophrénie. En adéquation avec ces données, l’expression de GFAP est 

augmentée dans le tissu épileptique (Cohen-Gadol et al, 2004) alors qu’elle est diminuée 

chez les patients schizophrènes (Rajkowska et al, 2002; Webster et al, 2005 ). En regard 

des données précédentes, il a également été montré que dans le tissu épileptique, il se 

produit une augmentation de l’excitabilité des astrocytes par augmentation des vagues 

calciques intracellulaires (Manning & Sontheimer, 1997). Il est donc possible que chez les 

patients schizophrènes, une diminution de Ca2+ intracellulaire astrocytaire et donc une 

réduction de l’excitabilité de ces cellules conduise à la diminution de libération de D-sérine 

observée dans cette pathologie (Tsai & Coyle, 2002). En ce qui concerne la gliotransmission 

GABAergique, plusieurs études montrent que la libération de GABA d’origine gliale peut être 

directement associée à certaines conditions pathologiques. Par exemple, chez des souris 

modèles de la maladie de Huntington, il est observé une réduction du courant tonique dans 

les neurones striataux en raison d’une diminution de libération de GABA par GAT-3 

(Wojtowicz et al, 2013). Une autre étude révèle une action anti-inflammatoire du GABA glial 

par la modulation de l’activité de la microglie dans des cultures d’astrocytes humains (Lee et 

al, 2011b). Deux autres études de groupes indépendants ont aussi montré que les 

astrocytes réactifs dans la maladie d’Alzheimer libérent du GABA ce qui engendrerait des 

déficits mnésiques (Jo et al, 2014 ; Wu et al, 2014). 

 

A. Maladie de Huntington (MH) 

Les lésions neuropathologiques caractéristiques de la MH sont une profonde mort neuronale 

des MSNs striataux et une astrogliose. En effet, des études post-mortem sur le striatum de 

patients atteints de la MH révèlent une augmentation du marquage des connexines 43 et de 

la GFAP (Vis et al, 1998) révélant la présence d’une astrogliose dans cette région. Il a 

également été montré que la protéine Huntingine (HTT) co-localise avec les astrocytes 

réactifs dans le striatum (Singhrao et al, 1998). La neurotoxicité du glutamate due à une 

diminution de la fonction des astrocytes et leur incapacité à maintenir un environnement 

neuronal adéquat a été une hypothèse suggérée pour expliquer la mort neuronale. En faveur 

de cette hypothèse, dans les modèles animaux, il a été observé que le niveau d’expression 

des ARNm de GLT1, dans le cortex et le striatum est drastiquement réduit ce qui 

s’accompagne par une diminution de la recapture du glutamate (Lievens et al, 2001). Ce 

phénomène apparaît avant la dégénérescence neuronale ce qui suggère que la sous-
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expression de GLT1, en induisant une excitotoxicité glutamatergique, pourrait en partie être 

impliquée dans la mort neuronale. La protéine HTT mutante est connue pour former des 

agrégats cytoplasmiques dans les neurones. Cette même aggrégation de HTT est retrouvée 

dans le noyau des astrocytes. Cette accumulation de HTT mutée dans les astrocytes a été 

corrélée avec la diminution de l’expression des transporteurs glutaminergiques gliaux et par 

conséquent la diminution de recapture de glutamate (Shin et al, 2005). Ces mêmes 

expériences réalisées sur des cultures combinées de neurones et d’astrocytes montrent 

qu’alors que la glie d’animaux sains protège les neurones contre la neurotoxicité, la glie 

exprimant de la HTT mutée augmente la vulnérabilité neuronale (Shin et al, 2005). Pris 

ensemble, ces résultats suggèrent que la HTT mutée dans les cellules gliales contribue à 

leur dysfonctionnement et à l’excitotoxicité observée dans la MH.  

 

B. Maladie de Parkinson (MP) 

Dans le tissu post-mortem de patients ainsi que chez plusieurs modèles animaux de la MP, 

une augmentation du nombre et de la surface astrocytaire, visualisable par une 

augmentation du marquage de la GFAP et de S100β (caractéristique des astrocytes réactifs) 

a été détectée dans plusieurs régions cérébrales, notamment le striatum et le GPe (Figure 

32) (Charron et al, 2014). Chez les animaux modèles MPTP, il semble que l’astrogliose 

apparaît après la mort des neurones dopaminergiques, et cette réponse reste élevée même 

après la dégénérescence de la majorité de ces neurones (Teismann & Schulz, 2004). De 

plus, il est à noter qu’il se produit une augmentation de densité des connexines 30 et 43 

constituant les jonctions GAP entre astrocytes dans le striatum. Une telle observation n’a pas 

été faite dans le GPe. Cette augmentation de connexines dans le striatum n’est pas associée 

avec une augmentation du couplage entre astrocytes mais pourrait être due à une 

augmentation du couplage métabolique puisqu’elle apparaît autour des vaisseaux sanguins. 

L’augmentation du couplage métabolique n’a cependant pas été testée dans ces conditions 

(Charron et al, 2014). 
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Figure 32: Réaction astrocytaire dans le striatum et le GPe (GP) d’animaux modèles et de 
patients atteints de la MP. La déplétion dopaminergique augmente l’immunomarquage GFAP-
S100β dans le Striatum (A) et le GPe (B) de souris traitées à la réserpine, de rats lésés à la 6 -
OHDA, de primates non-humains MPTP et de patients atteints de la MP (échelle = 30 μm) 
(Charron et al, 2014). 

En accord avec les études précédentes, une réduction significative du nombre de synapses 

asymétriques dans le striatum de rats 6-OHDA a aussi été rapportée. Cependant, le nombre 

de synapses asymétriques entourées par des prolongements astrocytaires est clairement 

augmenté alors que le nombre de synapses qui ne le sont pas est significativement diminué 

(Charron et al, 2014). Ces données suggèrent un rôle primordial des astrocytes dans la 

prévention de cette dégénérescence synaptique. En effet, les astrocytes réactifs peuvent 

produire divers facteurs neurotrophiques, synthétiser des substrats extracellulaires pour la 

croissance axonale, éliminer les neurotransmetteurs en excès et donc avoir des effets 

neuroprotecteurs (Chen et al, 2005b). La libération de gluthation représente une voie par 

laquelle les astrocytes pourraient exercer leurs effets neuroprotecteurs durant la MP. La 

production de gluthation d’origine gliale est augmentée suite à l’exposition des astrocytes à 

l’oxyde nitrique ce qui rendrait les neurones moins sensibles aux radicaux libres. Ceci est en 

accord avec les observations obtenues chez les patients MP où les cellules contenant du 

gluthation sont localisées dans des régions où les neurones DA ont été préservés (Heales et 

al, 2004). D’autres part, il est connu que les astrocytes possèdent à leur surface beaucoup 

de types de récepteurs aux neurotransmetteurs incluant ceux de la dopamine (Miyazaki et al, 

2004) ainsi que les récepteurs A2A de l’adénosine (Brambilla et al, 2003) qui ont largement 

été impliqués dans la prévention de la MP. Dans le striatum, ces récepteurs A2A ont été 

identifiés pour jouer un rôle dans la prévention de l’astrogliose suite à une lésion cérébrale 

(Brambilla et al, 2003) ce qui suggère que l’effet bénéfique de leur blocage dans la MP 

pourrait être dû en partie à une action sur les astrocytes. Concernant la dopamine, il est 

concevable que la diminution de ce neurotransmetteur dans la MP puisse avoir des effets 

délétères. En effet, il est connu que la dopamine diminue la probabilité de libération de 

GABA astrocytaire. Ceci implique, qu’en son absence, la glie pourrait libérer plus de GABA. 
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Il se peut donc qu’une élévation des concentrations extracellulaires de GABA produise une 

activation des récepteurs GABAA extra-synaptiques altérant la transmission GABAergique, 

qui est connue pour être largement perturbée dans les GB durant la MP.  

V.  Modulation GABAergique du GPe 

1. Afférences GABAergiques 

Le GPe reçoit ses principales afférences inhibitrices des neurones de projection striataux et 

des neurones du GPe. L’inhibition réciproque des neurones GPe-GPe provient de leurs 

collatérales d’axones qui représentent 10% des synapses inhibitrices pallidales. Les 

projections STR-GPe viennent principalement des MSNs striataux de la voie indirecte, c’est 

à dire les neurones possédant à leur surface le récepteurs dopaminergique D2 bien qu’il ait 

été montré chez les rongeurs, que des collatérales de la voie directe, précisement 60% des 

D1-MSN de la voie directe, projettent également sur le GPe. (Fujiyama et al, 2011 ; 

Kawaguchi et al, 1990 ; Wu et al, 2000) ;(Cazorla et al, 2014). Concernant précisément la 

caractérisation de la transmission inhibitrice GABAergique dans le GPe, des injections 

locales d’antagonistes des récepteurs GABAA, à proximité des neurones pallidaux ont été 

réalisées in vivo (Kita & Kitai, 1994). Pendant ces expériences, les auteurs ont montré que la 

GABAzine augmente fortement le taux de décharge et la régularité de la plupart des 

neurones enregistrés. Ces données indiquent que les neurones du GPe sont sous un tonus 

inhibiteur GABAergique constant médié par des récepteurs GABAA. De plus, des 

expériences réalisées sur le singe éveillé montrent que l’injection localisée de bicucculine, un 

autre antagoniste spécifique des récepteurs GABAA, dans le GPe, augmente l’activité 

électrique des neurones au niveau du site d’injection alors que les neurones situés à 

distance, voient leur activité diminuée (Matsumura et al, 1995). Ces données suggèrent que 

l’origine de l’inhibition à la périphérie du site d’injection est due à l’inhibition que chaque 

neurone pallidal exerce sur les cellules voisines. D’autre part, comparées aux synapses 

GPe-GPe, les synapses STR-GPe ont un plus grand ratio lors de stimulations pairées (PPR) 

indiquant une plus faible probabilité initiale de libération de neurotransmetteur (Sims et al, 

2008). Bien que le fonctionnement des projections striatales soit discret en conditions 

normales (Kita & Kita, 2011), le nombre de projections striatales est très important dans le 

GPe puisqu’elles représentent entre 80-90% des synapses GABAergiques du GPe donc il 

est possible que l’activation occasionnelle en conditions physiologiques des synapses 

striato-pallidales puisse aussi contribuer au tonus inhibiteur exercé sur les neurones 

pallidaux. De nombreuses études se sont intéressées à la caractérisation des synapses 
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inhibitrices dans le GPe ainsi qu’à la modification de la transmission GABAergique pallidale 

en condition parkinsonienne. La voie STR-GPe a bien été décrite in vitro et montre que les 

synapses STR-GPe sont caractérisées par une facilitation à court terme (Chuhma et al, 

2011; Cooper & Stanford, 2001 ; Sims et al, 2008 ). De plus, une étude récente utilisant 

l’optogénétique pour caractériser ce mode de transmission a établi avec certitude que les 

synapses STR-GPe sont des synapses facilitatrices (Miguelez et al, 2012) alors que les 

synapses GPe-GPe sont caractérisées par une dépression à court terme. Ce mode de 

transmission semble être une caractéristique commune à toutes les synapses striato-fugales 

(Connelly et al, 2010) alors que les synapses GPe-GPe sont des synapses caractérisées par 

une dépression à court terme, tout comme les synapses GPe-NST et GPe-SNr (Baufreton & 

Bevan, 2008 ; Connelly et al, 2010). Les études de microdialyses suggèrent que les niveaux 

de GABA dans le GPe sont élevés, environ 0.5μM (Robertson et al, 1991) ce qui suggère 

une possible activation des récepteurs extra-synaptiques dont l’affinité pour le GABA est 

inférieur au µM. Cette activation des récepteurs extra-synaptiques a été montré par le 

blocage pharmacologique des transporteurs GAT-1 et/ou GAT-3 dans le GPe de rat. Ces 

résultats suggèrent que la recapture de GABA à travers GAT-1 et GAT-3 régule l’IT médiée 

par les récepteurs GABA extra-synaptiques dans le GPe en condition physiologique (Jin et 

al, 2011b). Cependant un tel phénomène n’a pour l’instant pas été montré dans le GPe en 

condition pathologique. Un défaut de recapture de GABA pourrait avoir des effets sur la 

transmission GABAergique classique et expliquer certaines altérations de l’activité pallidale 

observées en conditions pathologiques.  

 

2. Modulation GABAergique de l’activité 
électrophysiologique pallidale en condition 
contrôle 

Une caractéristique électrophysiologique des neurones du GPe est la capacité à générer des 

pauses in vivo. Chez le singe, ces pauses sont d’une durée de 300 ms (DeLong, 1971 ; Elias 

et al, 2007), alors que chez le rat, elles sont d’une durée inférieure à 200 ms (Gardiner & 

Kitai, 1992). Après l’injection locale de GABAzine, les pauses spontanées des neurones du 

GPe disparaissent dans certains neurones alors qu’elles deviennent plus persistantes d’en 

d’autres, suggérant qu’au moins une partie d’entre elles ne sont pas dépendantes des 

récepteurs GABAA ce qui a poussé certains auteurs à étudier l’implication des récepteurs 

GABAB dans ce système. L’application locale de CGP55845, qui va bloquer les récepteurs 

GABAB, ne modifie pas le mode d’activité des neurones du GPe bien que la durée des 
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pauses soient plus réduite et que la fréquence de décharge soit augmentée (Galvan et al, 

2005; Kita et al, 2006). De plus, le blocage des récepteurs GABAB dans le GPe n’affecte pas 

l’arrêt de l’activité des neurones pallidaux engendré par l’inhibition pharmacologique du NST. 

Il est connu que les neurones du GPe en tranches sont capables de générer des pauses 

alternativement entrecoupées de phases d’activité robustes (une activité en bouffées de 

PAs) quand les entrées synaptiques en provenance du NST sont bloquées (Hashimoto & 

Kita, 2006). Donc les entrées GABAergiques inhibitrices et glutamatergiques excitatrices 

simultanées peuvent créer des conditions dans le GPe telles que les neurones basculent 

d’états hyperpolarisés à dépolarisés et réciproquement (Hashimoto & Kita, 2006). De plus, 

des activations répétées des neurones striataux en tranches peuvent induire une longue 

période d’inhibition des neurones du GPe (Kaneda & Kita, 2005) et une simple stimulation 

striatale associée avec l’inhibition pharmacologique du NST par le muscimol induit 

également une inhibition dans le GPe chez le singe (Kita et al, 2005). D’autre part, 

l’application simultanée de NBQX (bloqueur des récepteurs AMPA) et de GABAzine modifie 

la décharge et provoque une activité synchronisée des neurones du GPe chez le primate 

éveillé (Kita et al, 2005). Ces résultats amènent à penser que l’activité conjointe des 

systèmes glutamatergique et GABAergique contribuent à la génération de l’activité électrique 

irrégulière et non synchronisée observée dans le GPe en conditions physiologiques (Kita et 

al, 2005). Chez les animaux parkinsoniens, les neurones du GPe sont hypoactifs et affichent 

de fortes modifications de leur patron de décharge. En effet, il se produit une augmentation 

des bouffées de PAs (Filion & Tremblay, 1991) accompagnée d’une augmentation de la 

synchronisation entre ces neurones (Nini et al, 1995). De plus, la déplétion dopaminergique 

crée un certain nombre de modifications de la transmission GABAergique dans le GPe telles 

qu’une élévation des concentrations extracellulaires de GABA, un élargissement des 

synapses STR-GPe (Ingham et al, 1997) et une augmentation de décharge des neurones 

STR–GPe (Kita & Kita, 2011) suggérant une hyperactivité de la voie indirecte dans la MP 

pouvant sous-tendre les modifications de l’activité de décharge et l’hypoactivité pallidale.  

 

3. Altérations GABAergiques dans le GPe pendant la 
MP 

Certaines études se sont portées sur les altérations de l’activité des neurones du GPe d’un 

point de vue moléculaire durant la MP. Les enzymes « acide glutamique décarboxylase » 

GAD65 et GAD67 sont requises pour la synthèse de GABA. Ces deux isoformes sont 

présentes dans les efférences striatales ainsi que dans le GPe. La GAD65 est localisée dans 

les terminaisons axonale du neurone pré-synaptique attachée aux vésicules de libération du 
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neurotransmetteur alors que la GAD67 est uniformément distribuée à travers le cytosol des 

neurones pré-synaptiques et post-synaptiques (Kaufman et al, 1991). Les différents taux 

d’expression de ces deux isoformes reflètent les différents états de fonctionnement des 

neurones GABAergiques. Plusieurs études ont examiné l’expression des ARNm des GAD 

dans le GPe d’animaux rendus parkinsoniens. Les niveaux d’expression d’ARNm de GAD67 

sont augmentés dans les neurones GABAergiques du GPe de primates et de rats après une 

déplétion dopaminergique (Herrero et al, 1996 ; Kincaid et al, 1992 ; Soghomonian & 

Chesselet, 1992) alors que les niveaux d’ARNm de GAD65 ne sont pas modifiés dans ce 

même noyau (Soghomonian & Chesselet, 1992). Chez le chat lésé au MPTP, seule une 

augmentation du niveau d’expression de l’ARNm de la GAD67 est également retrouvée dans 

le GPe (Schroeder & Schneider, 2001). De manière intéressante, l’augmentation de 

l’expression des GAD65/67 dans le GPi correspond à l’apparition des signes moteurs de la 

MP, suggérant une importance de ces enzymes dans la physiopathologie de la MP 

principalement au niveau du GPi. Ces résultats suggèrent que les deux formes de GAD sont 

essentielles au fonctionnement de la transmission GABAergique dans les GB et qu’en 

condition parkinsonnienne, l’augmentation des niveaux de GAD67 pourrait suggérer une 

augmentation de la libération de GABA. 

 

A. Augmentation des concentrations extracellulaires de GABA 

dans le globus pallidus dans la MP: 

Chez des animaux modèles de la MP, plusieurs études ont montré une augmentation des 

niveaux de GABA extracellulaires dans le GPe. En effet, dans le GPe et le striatum de rats 

lésés à la 6-OHDA, des données obtenues par des expériences de microdialyse montrent 

que les concentrations extracellulaires de GABA sont deux fois plus importantes que chez 

les animaux contrôles (Figure 33) (Galeffi et al, 2003; Ochi et al, 2000 ). De manière 

surprenante, la stimulation à haute fréquence des neurones du NST de rats hémi- 

parkinsoniens ne modifie pas le niveau déjà élevé de glutamate mais entraîne une forte 

augmentation des niveaux de GABA (Windels et al, 2005). Le fait que les concentrations de 

glutamate soient élevées dans le GPe après une lésion de la SNc (16 fois supérieurs aux 

valeurs contrôles) (Windels et al, 2005) reflète certainement l’hyperactivité des neurones du 

NST connue dans la MP. Une étude électrophysiologique in vivo sur des rats contrôles 

montre également une augmentation de la transmission GABAergique par une stimulation à 

haute fréquence dans le NST (Maurice et al, 2003) posant la question du rôle du NST dans 

le contrôle des niveaux de GABA dans le GPe. D’autre part, et de façon tout à fait 

intéressante, il a été montré chez le primate que l’augmentation des concentrations de 
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GABA extracellulaires dans le GPe pouvait être mimée par le blocage pharmacologique des 

transporteurs du GABA (GATs) (Galvan et al, 2005). Ces données indiquent que GAT-1 et 

GAT-3 jouent un rôle important dans la régulation des niveaux extra-synaptiques de GABA 

dans le GPe. 

 

B. Modification de la voie striato-pallidale dans la maladie 

de Parkinson 

B1. Augmentation d’activité des neurones striato-pallidaux 

Le modèle d’organisation anatomo-fonctionnel des GB décrit par Alexander et Crutcher dans 

les années 1990 (Alexander & Crutcher, 1990) suggère une hyperactivité de la voie STR-

GPe en conditions parkinsoniennes conduisant à une augmentation de la transmission 

GABAergique entre ces deux noyaux et une hypoactivité du GPe. Des enregistrements 

intracellulaires suggèrent que, chez le rat 6-OHDA, l’activité électrique des neurones STR-

GPe augmente (Figure 33) (Mallet et al, 2006), et que les neurones du GPe changent leur 

patron d’activité avec l’apparition de plus nombreuses bouffées de PAs (Filion et al, 1991 ; Ni 

et al, 2000 ; Pan & Walters, 1988 ; Wichmann & DeLong, 2006). Ces résultats suggèrent une 

forte influence du striatum sur le GPe notamment quand le système est dérégulé. De plus, 

d’autres expériences d’électrophysiologie réalisées in vivo, montrent que les neurones du 

GPe des rats 6-OHDA anesthésiés à l’isoflurane déchargent plus fréquemment avec une 

activité en bouffées interrompues par des pauses comparés aux animaux contrôles (Kita & 

Kita, 2011). L’injection de muscimol dans le striatum de rats 6-OHDA augmente le taux de 

décharge et réduit fortement les pauses des neurones du GPe. Les enregistrements dans le 

STR montrent que les MSNs de rats contrôles ont une activité spontanée très basse alors 

que les MSNs striataux de rats 6-OHDA affichent une forte activité en bouffées de PAs et 

une haute fréquence de décharge. L’injection de L-DOPA dans le STR de rats 6-OHDA 

augmente significativement le taux de décharge et réduit les pauses des neurones du GPe 

(Kita & Kita, 2011). Ces données valident l’hypothèse que la déplétion dopaminergique 

augmente l’activité en bouffées de PAs des neurones STR projetant sur le GPe et que 

l’augmentation de la transmission STR-GPe peut jouer un rôle dans la génération des 

pauses et de l’activité en bouffées de PAs des neurones du GPe. Ces résultats suggèrent 

que les traitements visant à réduire l’inhibition GABAergique aberrante STR-GPe peuvent 

aider à restaurer les déficits moteurs observés dans la MP. 
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B2. Elargissement des synapses striato-pallidales 

Un élargissement des synapses STR-GPe a été décrit chez les animaux modèles de la MP 

(Figure 33) (Ingham et al, 1997). En effet, des marquages immunohistrochimiques 

antérogrades dirigés contre l’enképhaline et le GABA (les deux principaux marqueurs des 

synapses STR-GPe), ainsi que des expériences de microcopie électronique ont permis de 

caractériser les modifications anatomiques des terminaisons striato-pallidales après une 

déplétion dopaminergique. Elles révèlent que les boutons synaptiques striato-pallidaux sont 

en moyenne 64% plus larges après une déplétion dopaminergique. L’analyse de leur forme 

montre que les synapses sont plus irrégulières et leur spécialisation synaptique est plus 

complexe. Ceci semble être spécifique aux terminaisons synaptiques STR-GPe puisque les 

autres synapses GABAergiques dans le GPe, qui présentent uniquement un marquage 

GABA et donc correspondent aux synapses GPe-GPe, ne montrent pas de différences en 

terme de taille entre les animaux contrôles et ceux déplétés en dopamine. Ces changements 

morphologiques des synapses STR-GPe laissent à penser que ces synapses sont plus 

actives après une déplétion dopaminergique ce qui soutient l’hypothèse de l’hyperactivité 

STR-GPe dans la MP (Ingham et al, 1997).  

 

C. Modifications d’origine pallidale 

C1. Perte d’excitabilité neuronale des neurones du GPe 

Des études chez le rongeur in vitro ont révélé un rôle primordial des canaux sodiques 

persistants (INaP) et HCN dans l’activité de décharge autonome des neurones du GPe 

(Chan et al, 2004). En particulier, leurs expériences ont montré que le blocage 

pharmacologique de canaux HCN réduit la fréquence des PAs et diminue la régularité des 

neurones du GPe. De surcroit, ces canaux sont connus pour supporter l’activité autonome 

de nombreuses cellules excitables (Maccaferri & McBain, 1996 ; McCormick & Pape, 1990 ; 

Neuhoff et al, 2002). Comme ils sont principalement localisés sur le compartiment 

dendritique, ils sont idéalement positionnés pour sculpter les réponses synaptiques (Lorincz 

et al, 2002). En effet, les données obtenues montrent que ces canaux déterminent le taux et 

la régularité de l’activité de décharge autonome des neurones du GPe et sculptent les 

réponses des neurones aux entrées inhibitrices striatales (Chan et al, 2004). Dans leurs 

travaux suivants, l’équipe du Dr Chan a montré que la déplétion en dopamine produisait une 

perte progressive de l’activité autonome des neurones du GPe attribuable à une diminution 

de l’expression des canaux HCN (Chan et al, 2011). Cependant la restauration de l’activité 
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physiologique des neurones pallidaux par surexpression des canaux HCN ne permet pas de 

réduire les symptômes moteurs survenus après la déplétion dopaminergique. 

 

C2. Modification morphologiques et fonctionelles des synapses pallido-

pallidales 

Peu d’études se sont intéressées aux propriétés des collatérales d’axones entre les 

neurones pallidaux, en raison de la difficulté d’activer ces dernières de manière spécifique. 

Une étude réalisée dans l’équipe a néanmoins montré que la transmission synaptique 

inhibitrice GPe-GPe est augmentée dans le modèle de rat 6-OHDA, conduisant à une 

augmentation des rebonds post-inhibiteurs déclenchés suite à l’activation répétée des 

collatérales pallidales (Miguelez et al, 2012). De manière surprenante, le fonctionnement des 

synapses STR-GPe n’est pas impacté alors qu’il a été reporté un fort élargissement de la 

taille de ces synapses (Figure 33) (Ingham et al, 1997). Cependant, l’origine de cette 

modification de transmission pallido-pallidale après une déplétion dopaminergique n’est pas 

encore connue. Une explication possible serait une augmentation du nombre de connections 

synaptiques entre les neurones du GPe comme c’est le cas au niveau de la voie pallido-

subthalamique (GPe-NST) après une déplétion dopaminergique (Fan et al, 2012). Une 

augmentation du nombre de synapses inhibitrices dans le GPe après une déplétion 

dopaminergique pourrait produire un déséquilibre entre les entrées excitatrices et inhibitrices 

ce qui pourrait contribuer à l’altération de l’activité électrique de ces neurones et amplifier les 

oscillations β observées dans la MP (Baufreton et al, 2005b ; Mallet et al, 2008a). En effet, il 

a été suggéré que l’équilibre entre l’inhibition STR-GPe et GPe-GPe est essentiel pour le 

traitement optimal de l’information à travers les GB et dans la prévention du développement 

des oscillations pathologiques observées dans le réseau GPe-NST pendant la MP (Magill et 

al, 2000 ; Terman et al, 2002).  

La figure 33 ci-dessous résume l’ensemble des altérations GABAergiques citées 

précedemment dans le GPe lors de la MP. 
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Figure 33: Résumé des différentes modifications des synapses GABAergiques dans le 
GPe présentes chez les modèles animaux de la MP. 

 

4. Modifications GABAerigques dans le globus 
pallidus externe dans la maladie de Huntington 

De par ses interactions avec des protéines pré- et post-synaptiques, la HTT semble avoir un 

rôle primordial dans le transport axonal vésiculaire, l’endocytose et exocytose et le maintien 

de la structure synaptique. Les interactions des protéines cellulaires avec la HTT mutée peut 

donc impacter la transmission synaptique à plusieurs niveaux. Certaines données montrent 

des changements au niveau de différents systèmes de neurotransmission incluant les 

systèmes glutamatergique, GABAergique et dopaminergique. L’équilibre complexe du 

fonctionnement de ces systèmes de neurotransmission sous-tend l’activité neuronale 

optimale en particulier dans le striatum dont la dégénérescence des neurones de projections 

GABAergiques, les MSNs, constitue la lésion fondamentale de la maladie de MH. Bien que 

les études se sont focalisées sur la transmission glutamatergique qui a été décrite comme 

présentant de profondes altérations dans la maladie de MH (Cepeda et al, 2003 ; Cepeda et 

al, 2007; Levine et al, 1999 ), de nouvelles données montrent que la transmission 

GABAergique est aussi atteinte dans cette pathologie. En effet, la protéine HTT mutée peut 

impacter le transport des récepteurs GABAA ainsi que leur nombre et leur localisation à la 

surface membranaire (Jacob et al, 2008). Ainsi, il est probable que l’ensemble de la 

transmission GABAergique soit altéré dans les GB et en particulier sur les cibles principales 
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du striatum dans la MH. En effet, concernant le système GABAergique, si on se reporte aux 

études post-mortem de patients atteints de la MH, il est bien établi que les neurones de 

projections striataux, les MSNs, qui représentent plus de 90% des neurones striataux, sont 

principalement touchés dans cette pathologie (Graveland et al, 1985a). Les études 

d’autoradiographie indiquent que l’expression des récepteurs GABAA dans les GB diminue 

progressivement au cours de l’évolution de la maladie et disparaissent complètement dans le 

striatum à un stade avancé de la pathologie. Dans le GPe, les récepteurs GABAA sont 

significativement augmentés suggérant une compensation de la perte de signal striatal 

(Glass et al, 2000). Concernant les études d’immnunohistochimie, l’immunofluorescence 

pour les sous-unités α1, β2, β3 et γ2, principalement représentées dans les récepteurs 

GABAA synaptiques, et l’immunofluorescence pour les récepteurs GABAB (R1) montrent 

aussi une augmentation d’expression dans le GPe et le GPi dans la MH alors que 

l’expression de la protéine gephyrin ne semble pas être altérée (Allen et al, 2009; 

Thompson-Vest et al, 2003 ). Les changements de transmission GABAergique chez les 

animaux modèles de la MH sont beaucoup moins caractérisés que ceux de la transmission 

glutamatergique. De manière intéressante, et contrairement au cortex où la fréquence des 

courants synaptiques inhibiteurs est diminuée, celle des courants synaptiques inhibiteurs 

dans les MSNs, est augmentée dans les souris R6/2, YAC128 et CAG140-KI à un âge 

symptomatique (Cepeda et al, 2004 ; Cepeda et al, 2007 ; Cummings et al, 2007). Une étude 

plus récente utilisant l’electrophysiologie et l’optogénétique menée chez les souris R6/2 a 

révélé que l’augmentation des courants synaptiques inhibiteurs dans le striatum impacte en 

particulier les MSNs striataux de la voie indirecte ce qui pourrait diminuer la transmission 

GABAergique STR-GPe à un âge symptomatique (Cepeda et al, 2013). De plus, le courant 

tonique inhibiteur présent en condition physiologique dans les MSNs est significativement 

réduit dans les MSNs de la voie indirecte (Cepeda et al, 2013). Ces résultats suggèrent que 

la transmission GABAergique semble principalement affecter ce sous-type neuronal lors de 

la physiopathologie de la MH. Dans le même ordre idée, des études d’electrophysiologie 

réalisées sur des tranches aïgues de cerveaux de souris transgéniques de deux lignées 

différentes, R6/2 et Z-Q175-KI, révèlent une réduction du courant tonique GABAergique 

dans les MSNs striataux en condition pathologique. Les expériences montrent qu’une partie 

du courant tonique est due au débordement du GABA synaptique et une autre partie aux 

transporteurs astrocytaires du GABA, GAT-3 qui libérent du GABA en conditions contrôles 

en fonctionnant en mode inversé. La diminution du courant tonique GABAergique chez ces 

souris, s’explique par le fait que les astrocytes striataux ne peuvent plus se dépolariser 

suffisamment pour entraîner la libération de GABA par GAT-3 (Wojtowicz et al, 2013). Ces 

données suggèrent que les astrocytes sont également touchés dans la maladie de MH et 

participent aux profondes modifications de transmission GABAergique observées dans cette 
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pathologie. D’autre part, des changements de connectivité neuronale apparaissent. Alors 

qu’il semble y avoir une perte de connectivité au sein du striatum entre les collatérales 

d’axones des MSNs, une connectivité bi-directionnelle entre D1-MSNs et D2-MSNs apparait 

chez les souris MH ce qui n’est pas le cas en conditions physiologiques (Cepeda et al, 

2013). De plus, des études menées sur les interneurones GABAergiques striataux montrent 

une augmentation de leur activité dans la MH suggèrant une augmentation de l’inhibition 

qu’ils exercent sur les MSNs (Cepeda et al, 2013). Malgré la diminution du courant 

GABAergique tonique, l’ensemble de ces résultats semble démontrer une augmentation de 

la transmission GABAergique au sein du striatum. De manière sous-jacente, des recherches 

menées chez des rats transgéniques révèlent, par la mesure histochimique du cytochrome 

oxydase de la chaine respiratoire mitochondriale, une augmentation de l’activité métabolique 

neuronale globale dans le GPe et le NST. Les enregistrements électrophysiologiques 

indiquent quant à eux une diminution de la fréquence de décharge de la majorité des 

neurones du GPe et à l’inverse une augmentation de l’activité électrique des neurones du 

NST. Ces résultats suggèrent que bien que le striatum soit la source primaire de dysfonction 

lors de la maladie de MH, une altération de l’ensemble des noyaux des GB et en particulier 

de la voie indirecte participe à la physiopathologie de la MH (Vlamings et al, 2012). D’autre 

part, des atteintes moléculaires des neurones pré-synaptiques peuvent également être 

observées dans la MH et sous-tendre les défauts de transmission GABAergique. Les 

niveaux d’expression des enzymes GAD, requises pour la synthèse de GABA, peuvent être 

un bon marqueur de l’activité GABAergique. Des expériences d’hybridation in situ sur des 

souris transgéniques R6/2 montrent que les niveaux d’expression de la GAD67 sont 

normaux dans le striatum mais altérés dans plusieurs autres régions cérébrales comprenant 

le GPe (Gourfinkel-An et al, 2003). Concernant la GAD65 qui est principalement associée 

aux vésicules de libération synaptiques dans les neurones pré-synaptiques, des études de 

modèles cellulaires de la MH montrent que son expression est significativement réduite et sa 

localisation altérée quand la protéine de HTT mutée est présente (Rush et al, 2012). 
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Rationnél sciéntifiqué: 
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Rationnél sciéntifiqué : 

Comme nous avons pu le voir dans l’introduction, la transmission GABAergique joue un rôle 

prépondérant dans le contrôle de l’activité du GPe. Bien que l’anatomie et la connectivité 

entre les différents noyaux du réseau des GB soient connues, l’origine des modifications 

d’activité neuronale observées dans le GPe dans la maladie de Parkinson ou la maladie de 

Huntington, tant sur le plan de la circuiterie qu’à l’echelle moléculaire reste mal comprise. 

Plusieurs hypothèses ont été émises pour expliquer ces changements d’activité électrique 

pallidale dans ces différentes conditions pathologiques. Concernant la maladie de Parkinson, 

deux hypothèses ont été émises pour expliquer l’hypoactivité des neurones du GPe: 

1) une hyperactivité des neurones striataux de la voie indirecte (Ingham et al, 1997 ; 

Kita & Kita, 2011; Mallet et al, 2006 ). En adéquation avec ces données, il est 

connu que les concentrations extracellulaires de GABA sont anormalement élevées 

dans le GPe en condition parkinsonienne bien que la source de cette augmentation 

de GABA ne soit pas clairement établie (Ochi et al, 2000). 

2)  une perte d’excitabilité des neurones du GPe (Chan et al, 2011). 

 

Le principal objectif de mon travail de thèse a donc consisté à clarifier les 

mécanismes impliqués dans l’hypoactivité du GPe. 

 

Dans un premier temps, et en collaboration avec l’équipe du Dr Bevan à Chicago, nous 

avons testé si : 

1) l’excitabilité des neurones prototypiques du GPe, dont l’activité électrique est 

particulièrement pertubée en conditions parkinsoniennes, était réduite suite à une 

dépletion dopaminergique. 

2) Les neurones D2-MSN étaient hyperactifs in vivo après une dépletion 

dopaminergique. 

3) inhiber selectivement l’activité des D2-MSN pouvait restaurer une activité normale 

au niveau des neurones prototypiques du GPe. 

Ce projet a donné lieu à un premier article en préparation, auquel j’ai participé en 

comparant l’excitabilité des neurones prototypiques PV+ chez des animaux contrôles et 

6-OHDA (Figure 5) 

Nous nous sommes ensuite interessés de plus près à la transmission GABAergique dans le 

GPe afin d’étudier les modifications synaptiques induites par une déplétion chronique en 

dopamine. Nous avons identifié la présence d’une inhibition tonique aberrante au sein du 

GPe en condition parkinsonienne. Nous avons donc voulu comprendre les causes de cette 
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inhibition tonique et ses conséquences sur l’activité électrique pallidale en condition de 

déplétion dopaminergique.  

Pour cela, en utilisant des techniques électrohpysiologiques, d’immunohistochimie et de 

biochimie, nous avons étudié : 

- le rôle de l’activité striatale dans l’établissement du courant tonique 

- la caractérisation et l’expression des récepteurs extra-synaptiques  

- le rôle des transporteurs au GABA dans la régulation des concentrations 

extracellulaires de GABA  

- la présence d’une inhibition tonique dans les différentes sous-populations pallidales 

- l’impact de l’inhibition tonique sur la fréquence et le patron de décharge des neurones 

du GPe 

- le rôle des astrocytes dans le contrôle de l’homéostasie GABAergique au niveau du 

GPe 

Ce travail est mon principal projet de thèse. Il a donné lieu à un second article en 

préparation.  

 

Concernant la maladie de Huntington, la lésion anatomique fondamentale caractérisée par la 

dégénérescence des MSNs striataux pourrait être à l’origine de l’hyperactivité pallidale 

(Deng et al, 2004; Reiner et al, 1988; Starr et al, 2008). Mais comment expliquer que cette 

dégénérescene ne soit pas nécessaire à l’apparition des symptômes moteurs dans certains 

modèles animaux de référence tel que les lignées transgéniques R6? Il est donc important 

dans la compréhension de la physiopathologie de cette maladie, d’étudier la 

neurotransmission GABAergique à des stades asymptomatiques. Pour compléter les 

connaissances dans ce domaine, le second objectif de ma thèse a donc été de caractériser 

les altérations électrophysiologiques et moléculaires de transmission GABAergique au sein 

du GPe chez un modèle transgénique de la maladie de Huntington, la lignée de souris R6/1. 

Ce travail a été. 

Dans ce projet, réalisé en collaboration avec le Dr Maurice Garret à l’INCIA, ma contribution 

a concerné les expériences d’électrophysiologie (Figures 3 et 4). Il a donné lieu à un article 

soumis au journal « Neuroscience ».  

 

.
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Maté riéls ét mé thodés : 

I. Animaux 
Les expériences décrites dans cette thèse ont été réalisées en accord avec la directive du 24 

Novembre 1986 (86/609/EEC) du Conseil de la Communauté Européenne concernant 

l’utilisation des animaux de laboratoire. Les protocoles expérimentaux ont été validés par le 

comité d’éthique en expérimentation animale de Bordeaux (C2E-A n°50) et ont reçu le n° 

d’agrément CE5012077-A. Les animaux sont logés sous un cycle circadien lumière – 

obscurité 12h:12h avec de l’eau et de la nourriture fourni ad libitum. 

Deux espèces animales ont été utilisées au cours de cette thèse : la souris (Mus musculus) 

en raison de la diversité des modèles transgéniques disponibles chez cette espèce (voir ci-

dessous) et le rat (Ratus norvegicus) qui est actuellement l’un des meilleurs modèles d’étude 

de la maladie de Parkinson.  

Au cours de ma thèse, j’ai utilisé les lignées de souris suivantes : C57Bl6, GABRD-/-, R6/1, 

PV-ires-Cre (Jax lab, #8069), Nkx2.1-Cre (Jax lab, #8661) et Ai9 (Jax lab #7909). Les souris 

PV-ires-Cre et Nkx2.1-Cre ont été croisées avec la lignée Ai9 afin d’obtenir des souris F1 

PV::Ai9 et Nkx2.1::Ai9.  

1. Souris transgéniques et recombinaison Cre-Lox 

Pour la réalisation de cette thèse, j’ai utilisé plusieurs lignées de souris transgéniques afin 

d’identifier : 

1) La nature des récepteurs GABAA extra-synaptiques dans le globus pallidus responsable 

du courant tonique. Puisque la sous-unité δ est majoritairement représentée dans les 

récepteurs GABAA responsables du courant tonique, nous avons voulu tester sa présence 

dans ceux du GPe. Pour identifier la présence de la sous-unité δ dans les récepteurs GABAA 

extra-synaptiques dans le GPe, nous avons utilisé une souris où le gène GABRD, codant 

pour la sous-unité δ, a été invalidé. Cette lignée a été obtenue par le laboratoire du Dr 

V.Crunelli. Ces souris nous ont permis de discriminer la composition en sous-unités des 

récepteurs GABAA extra-synaptiques responsables du courant tonique dans le GPe. 

2) Les différentes populations neuronales du GPe. Les lignées PV-::Ai9 et Nkx2.1-::Ai9, 

m’ont permis d’identifier les neurones prototypiques du GPe grâce à l’expression de la 

protéine double tomato (dt). Les neurones arkypallidaux ont pu être identifiés par l’absence 

de fluorescence des neurones du GPe chez les souris Nkx2.1 ::Ai9. Les lignées, appelées 

PV::Ai9 et NKX2.1::AI9 ont été obtenues par le croisement entre la lignée PV-ires-Cre ou 

NKX2.1-ires-Cre et la lignée reportrice Ai9 (Madisen et al 2010). Pour les lignées PV-ires-
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Cre et NKX2.1 -Cre, le gène codant une recombinase bactérienne (Cre) est sous le contrôle 

du promoteur des gènes d’intérêts, c’est à dire exprimée de manière spécifique dans les 

neurones exprimant la parvalbumine ou le facteur de transcription Nkx2.1. La lignée Ai9 est 

une lignée reportrice, c'est à dire que l’ensemble des cellules de la souris possède le gène 

de la protéine dt flanquée de deux sites LoxP. Ainsi l’expression de la protéine fluorescente 

dt est conditionnée à la présence de la Cre dans les neurones. La protéine Cre est une 

recombinase, identifiée chez le bactériophage P1. Elle agit lorsqu’elle reconnaît, dans un 

segment d’ADN, une séquence de 34 paires de bases, appelée loxP (Kilby et al 1993). 

Lorsque deux sites loxP sont orientés dans le sens contraire, la Cre recombinase induit la 

rotation dans le bon sens de la séquence d’ADN située entre les deux sites loxP permettant 

ainsi son expression. L’utilisation du système Cre/loxP permet d’obtenir des expressions 

conditionnelles chez l’animal en cours de développement et chez l’adulte (Gu et al 1994). Le 

principe est de développer dans un premier temps des souris porteuses d’un allèle dans 

lequel deux sites loxP encadrent une partie du gène d’intérêt sans pour autant perturber son 

fonctionnement. Ces souris sont ensuite croisées avec une souris transgénique qui exprime 

la Cre dans un type cellulaire, grâce à l’emploi de séquences régulatrices appropriées. Chez 

les souris issues de ce croisement, la recombinase entraîne l’excision et la rotation des 

séquences situées entre les sites loxP et induit donc une expression conditionnelle dans un 

type cellulaire donné. Nous avons utilisé les lignées PV::Ai9 et Nkx2.1::Ai9 pour visualiser in 

vitro les neurones PV ou NKX2.1 positifs du GPe par détection de la « dt » en 

épifluorescence, afin d’enregistrer les courants GABAergiques dans ces différentes 

populations en conditions physiologiques et sous différentes conditions pharmacologiques. 

3) l’altération de la transmission GABAergique STR-GPe à des stades asymptomatiques et 

symptomatiques de la maladie de Huntington. Concernant ce troisième point, nous avons 

utilisé une modèle de souris transgénique de la maladie de Huntington, la lignée R6-1. Ce 

modèle a été établi par l’insertion de l’exon 1 du gène humain « IT15 » de la protéine de 

Huntingtine avec une longue répétition de codons CAG (115 répétitions) dont l’expression 

est contrôlée par le promoteur du gène « IT15 ». Ces souris possèdent l’avantage d’avoir 

une durée de vie de 8-10 mois avec l’apparition de troubles comportementaux 

(tremblements, déficits moteurs et cognitifs, perte de poids) vers 4-5 mois précédée par 

l’apparition d’inclusions intranucléaires et intracytoplasmiques d’agrégats contenant la 

protéine mutée. Ces caractéristiques nous permettent de répondre parfaitement au projet 

consistant à étudier les altérations du système GABAergique au stade asymptomatique et 

symptomatique. 
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2. Modèle rongeur de déplétion dopaminergique 

A. Mode d’action de la 6-OHDA 

Afin d’étudier la transmission GABAergique en condition normale et en condition de 

déplétion dopaminergique, nous avons utilisé un modèle animal d’étude de la maladie de 

Parkinson : les rongeurs lésés à la 6-hydroxydopamine 6-OHDA (Blandini et al, 2008). La 6-

OHDA est une neurotoxine spécifique des neurones catécholaminergiques ayant la capacité 

de pénétrer dans ces derniers par les transporteurs des catécholamines. Une fois dans les 

neurones, la 6-OHDA entraîne une forte augmentation des taux de radicaux libres dans le 

cytoplasme en s’oxydant et inhibe le métabolisme cellulaire en bloquant la chaîne 

respiratoire mitochondriale, ce qui conduit rapidement à la mort des neurones 

catécholaminergiques (Schober, 2004). Ainsi, l’injection unilatérale de 6-OHDA dans le 

faisceau médian du télencéphale (FMT), lieu de passage des fibres dopaminergiques de la 

voie nigro-striatale, entraîne la destruction rétrograde des corps cellulaires des neurones 

dopaminergiques de la substance noire compacte (SNc), ce qui mime la dégénérescence 

caractéristique de la maladie de Parkinson. Cette lésion va également produire la 

dégénérescence des neurones dopaminergiques de l’aire tegmentale ventrale (ATV) dont les 

axones transitent par le FMT. 

 

A1. Protocole chirurgical pour l’injection de « 6-hydroxydopamine » (6-OHDA) 

Les rongeurs, des rats Sprague–Dawley âgés de 16-19j et souris âgées de 30-45j, sont 

anesthésiés avec de l’isoflurane (induction à 3 % et maintien à 1,5 %) pendant toute la durée 

de l’intervention. Après avoir placé l’animal dans un cadre stéréotaxique numérique (Kopf), 

sur une couverture chauffante à 37°C, un gel ophtalmique (Ocryl-gel) est appliqué sur ses 

yeux, sa tête est rasée et de la bétadine dermique 10% est appliquée sur la peau du crâne. 

Le crâne est alors mis à nu puis séché afin de distinguer deux repères anatomiques : le 

bregma et le lambda. La position du crâne est ajustée afin d’aligner le bregma et le lambda 

sur l’axe horizontal puis l’appareil stéréotaxique est étalonné à partir des coordonnées du 

bregma. Une crâniotomie est alors réalisée au niveau des coordonnées stéréotaxiques 

correspondant au faisceau médian du télencéphale (FMT). Pour le rat, les coordonnées 

d’injection à partir du bregma sont : AP : -2.4 mm, L : -1.2mm, P : -7.4/-7.9 mm et pour la 

souris AP : -0.7 mm, L, -1.2 mm, P, -4.7 mm. La lésion du système dopaminergique est 

réalisée de manière unilatérale. Pour cela, 1 µL de 6-OHDA (4 µg.µL-1 dans du NaCl 0,9 % 

contenant 0,02% d’ascorbate) par point est injecté au moyen d’une canule reliée à un 

pousse-seringue (Harvard Apparatus, Les Ulis, France). Une solution de désipramine (25 

mg.kg-1) est injectée par voie intrapéritonéale 30 min avant l’injection de 6-OHDA afin de 



101 
 

protéger les neurones noradrénergiques et ainsi garantir la sélectivité de cette neurotoxine 

pour le système dopaminergique. La canule est maintenue sur le site d’injection pendant 5 

min avant d’être retirée afin que la substance injectée puisse diffuser dans le tissu. Une fois 

les injections terminées, la peau du crâne est suturée et désinfectée avec de la bétadine 

dermique 10%. Après récupération de l’anesthésie, les animaux sont surveillés pendant 2 

heures après l’opération, puis chaque jour pendant les 2 premiers jours post-opératoires. 

 

A2 Evaluation comportementale du degré de lésion dopaminergique 

Qunize jours après la chirurgie, nous avons évalué le niveau de lésion des rats lésés à la 6-

OHDA à l’aide du test du cylindre développé par le groupe du Dr T. Schallert (Schallert et al, 

2000). Chaque rat a été placé dans un cylindre en plexiglass de 20 cm de diamètre et laissé 

libres de leurs mouvements. Pendant 10 minutes, le nombre d’appuis réalisés sur la paroi du 

cylindre avec les pattes avant ipsilatérales et contralatérales à la lésion a été relevé et 

exprimé en pourcentage du nombre total d’appuis. Même si le test du cylindre n’apporte 

qu’une information qualitative sur le niveau de lésion, il existe une forte corrélation entre le 

score comportemental (asymétrie motrice) et le degré de déplétion dopaminergique 

(Miguelez et al, 2012). Ce test nous a permis de sélectionner uniquement les animaux ayant 

une déplétion sévère en dopamine pour nos expériences d’électrophysiologie. L’efficacité 

des lésions est confirmée par immunohistochimie après les enregistrements 

électrophysiologiques (voir paragraphe 4.3). 

II. Enregistrements électrophysiologiques sur 

des tranches fraîches de cerveau de rongeur 

1. Préparation des tranches 

Les expériences électrophysiologiques ont été réalisées sur des tranches aigües de cerveau 

de rat (souche Sprague-Dawley) et de souris transgéniques. Les rats et les souris utilisés 

dans notre étude sont issus de portées naturelles et âgées de 24 à 45 jours post-nataux pour 

les expériences d’électrophysiologie concernant l’inhibition tonique. Après anesthésie 

générale par injection en intra-péritonéale d’un mélange Kétamine (75mg/Kg) et Xylazine (10 

mg/Kg), une thoracotomie est rapidement effectuée, suivie par une perfusion intracardiaque 

de 20 mL de solution enrichie en sucrose (solution de prélèvement, tableau 1), oxygénée 

par un mélange de 95% d’O2 et 5% de CO2 et préalablement refroidie entre 0 et 4°C. Cette 

étape permet de remplacer le sang du cerveau par la solution de prélèvement afin de ralentir 
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le métabolisme cellulaire des neurones et de réduire l’excitabilité cellulaire et l’activité 

synaptique en raison de la faible concentration extracellulaire en ions sodium et calcium. 

L’animal est ensuite décapité, les os du crâne sont retirés et le cerveau est mis à nu. Les 

deux hémisphères sont séparés grâce à une incision au scalpel au niveau de la ligne 

médiane. Ils sont ensuite retirés et placés dans une boîte de Pétri contenant la solution de 

prélèvement froide et oxygénée. L’isolation du cerveau doit être effectuée rapidement pour 

garantir une bonne survie neuronale, mais le soin et la délicatesse des opérations sont des 

éléments importants pour obtenir des tranches de cerveau d’excellente qualité. Les 2 

hémisphères sont collés séparément sur un porte échantillon afin d’être découpés en 

tranches de 350μm d’épaisseur dans le plan sagittal avec un vibratome (VT1200S, Leica 

Microsystems). 

2. Solutions 

A. Solutions extracellulaires 

Les solutions extracellulaires utilisées sont adaptées pour reproduire les milieux 

physiologiques des neurones dont les compositions sont présentées dans le tableau 1. 

L’osmolarité est contrôlée pour éviter les chocs osmotiques entre l’intérieur et l’extérieur des 

neurones. A noter que les solutions sont maintenues à un pH de 7,3- 7,4 grâce au bullage 

constant par un mélange gazeux O2/CO2 (95% / 5%). La concentration des différents sels 

est également calculée pour respecter les valeurs théoriques des potentiels d’équilibre des 

ions. Du pyruvate (110 mg/L) et du glutathion (1,5 mg/L), sont ajoutés dans la solution 

d’ACSF standard pour alimenter le cycle de Krebs et ainsi empêcher la mort cellulaire 

pendant le temps de récupération. 

Composition 
(en mM) 

NaCl KCl NaH2PO4 CaCl2 NaHCO3 MgSO4 D-Glucose Saccharose 

Solution de 
prélèvement 

- 2,5 1,25 0,5 26 10 10 250 

ACSF standard 126 2,5 1,25 2 26 2 10 - 

ACSF modifié 126 3 1,25 1,6 26 1,5 10 - 

Tableau 1 : Composition dessolutions extracellulaires : 
Ces solutions ont été utilisées pour le prélèvement et la perfusion des tranches ; Osmolarité : 310-315 
mOsm ; pH ~ 7,35. 

 

B. Solutions intracellulaires 

Pour les enregistrements de patch-clamp, nous avons utilisé une solution intrapipette riche 

en Césium chlore (CsCl-) dont la composition est décrite dans le tableau 2 ci-dessous. Lors 

des expériences réalisées en mode «cellule entière», la solution de CsCl- est filtrée puis 
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directement ajoutée dans l’électrode d’enregistrement. Pour les expériences de patch 

perforé, 0,15 μL de solution stock de gramicidine (15 mg/mL) préparée fraîchement le jour de 

l’expérience dans du Dimethyl sulfoxide (DMSO) sont dilués dans 100 μL de solution 

intrapipette de potassium méthyl sulfate (KMeSO4) juste avant de remplir l’électrode. Pour 

faciliter l’établissement du gigaseal, la pointe de l’électrode est remplie avec de la solution 

sans gramicidine. Dans certains cas, de la biocytine (2,5mg.mL-1) a été ajoutée dans la 

solution intracellulaire pour l’identification post-hoc du neurone enregistré en 

immunohistochimie. Pour les expériences de cellule attachée configuration « loose seal », 

nous avons utilisé la solution d’ACSF modifié comme solution intracellulaire. Afin de 

tamponner efficacement cette solution, le bicarbonate a été remplacé par de l’HEPES (cf 

HEPES-ACSF, tableau 2). 

Composition 
en (mM) 

CsCl KMeSO4 NaCl MgCl2 HEPES EGTA Na3GTP Mg1,5ATP QX314 CaCl2 KCl 

CsCl
-
 135 - 3,6 1 10 0,1 0,4 2 2 - - 

KMeSO4 - 135 3,8 1 10 0,1 0,4 2 - - - 

HEPES- 
ACSF* 

- - 140 1,5 15 - - - - 1,6 3 

Tableau 2 : Composition des solutions intracellulaires :  
Ces solutions ont été utilisées pour les enregistrements de patch-clamp ; Osmolarité : 290-295 mOsm; 
pH~ 7.2 ajusté avec du KOH (*305-315 mOsm, pH=7,4 ajusté avec NaOH) 

 

3. Enregistrements électrophysiologiques 

A. La chambre d’enregistrement 

Une tranche est placée dans la chambre d’enregistrement et observée avec un microscope 

droit équipé d’un système de contraste interférentiel différentiel (DIC) à infrarouge (Eclipse 

workstation E600FN; Nikon). L’observation se fait grâce à une caméra « noir et blanc » 

(C7500-51 ; Hamamatsu) sur un moniteur analogique, d’abord à l’objectif x4 pour repérer le 

GPe, puis à l’objectif x60 à immersion (Fluor 60x/1.00W ; Nikon) afin de visualiser le corps 

cellulaire des neurones pour pouvoir les enregistrer intracellulairement. Pendant les 

expériences, les tranches sont perfusées en permanence à un débit de 2-3 mL/min avec de 

l’ACSF modifié oxygéné et maintenu à une température entre 32 et 34°C. 

 

B. Préparation des électrodes de patch-clamp 

Les enregistrements de patch-clamp sont réalisés avec des pipettes de borosilicate 

préparées grâce à une étireuse horizontale (P-97 ; Sutter Instruments, Novato, CA). Une fois 

remplie avec la solution intracellulaire de CsCl- pour les enregistrements en « potentiel 

imposé », les pipettes (GC150F-10 ; Warner Instruments, Hamden, CT) ont une résistance 
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comprise entre 3 et 6 MΩ. Pour ces enregistrements, nous avons utilisé du verre avec 

filament pour faciliter le remplissage de l’électrode avec la solution intracellulaire. Pour les 

enregistrements électrophysiologiques en patch perforé, nous avons utilisé des pipettes sans 

filament (GC150-10 ; Warner Instruments, Hamden, CT) afin de retarder le mélange de la 

solution intracellulaire de KMeSO4 contenant la gramicidine avec la solution de KMeSO4 

sans l’antibiotique présente à la pointe de l’électrode.  

 

C. La technique du patch-clamp 

C1. Enregistrements en configuration «cellule détachée ou loose-seal» 

Cette configuration consiste à l’aide d’un micromanipulateur à approcher une microélectrode 

de verre d’un diamètre de pointe de l’ordre du μm vers la membrane du neurone, afin 

d’établir un faible contact entre les parois de l’électrode et la membrane. En effet, cette 

configuration se caractérise par une faible résistance électrique de l’ordre de 20 à 30 MΩ 

entre le neurone et l’électrode. Les enregistrements en «cellule détachée» ont été réalisés 

exclusivement en mode « courant imposé » sans imposer de courant au neurone (I=0 pA). Il 

est nécessaire d’appliquer une pression positive légère à l’électrode afin de coller 

partiellement la membrane du neurone. Lors de cette technique de patch clamp en « cellule 

détachée », la pipette n’est pas suffisamment proche de la membrane pour former une 

connexion complètement hermétique contrairement à la configuration « cellule attachée », ni 

pour percer la membrane de la cellule. La membrane cellulaire reste intacte, et l'absence 

d'un joint étanche crée une petite brèche par laquelle les ions peuvent passer à l'extérieur de 

la cellule sans entrer dans la pipette. Un avantage important de cette technique est que la 

pipette qui est utilisée peut être enlevée et la membrane du neurone reste intacte. Cela 

permet des mesures sur une cellule sans détruire l'intégrité de la membrane. Nous avons 

utilisé cette configuration pour réaliser des enregistrements de longue durée (> 20 minutes) 

en continu afin de déterminer si des différences d’excitabilité des neurones prototypiques 

PV+ apparaissaient suite à à une dépletion dopaminergique.  

C2. Enregistrements en configuration «cellule entière» 

La technique de patch-clamp en configuration cellule entière consiste à établir une continuité 

électrique entre le cytoplasme d’un neurone et la micropipette en verre remplie d’une 

solution conductrice. Il est ainsi possible d’enregistrer et de manipuler l’activité électrique 

d’un neurone. Les propriétés de décharge des neurones sont le plus souvent étudiées dans 

cette configuration «cellule entière». Pour atteindre cette configuration, après l’obtention du 

scellement (c’est-à-dire l’obtention du « giga-seal »), on casse le bout de membrane sous 
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l’électrode par de petites dépressions abruptes afin d’accéder au milieu intracellulaire. Deux 

modes d’acquisition peuvent être utilisés : le mode « courant imposé » et le mode « potentiel 

imposé ». En « courant imposé », il est possible de manipuler artificiellement l’activité 

électrique du neurone par injection de courants via l’électrode, tout en enregistrant son 

potentiel de membrane. En « potentiel imposé », c’est le courant global passant au travers 

des canaux ioniques présents sur la membrane du neurone qui est enregistré et le potentiel 

de membrane qu’il est possible de manipuler. La plupart de nos expériences ont été 

réalisées en configuration « potentiel imposé » où le potentiel de membrane du neurone a 

été fixé au potentiel physiologique des neurones du GPe de -60mV. L’inconvénient de la 

configuration «cellule entière» est la dialyse du milieu intracellulaire des neurones, qui peut 

perturber les processus enzymatiques et affecter l’activité de décharge. Cet inconvénient 

devient un avantage pour faire diffuser de la biocytine dans les neurones. 

 

C3. Enregistrements en potentiel imposé 

Nous avons principalement travaillé en mode « potentiel imposé » pour mesurer les courants 

GABAergiques synaptiques et tonique dans les neurones GPe. Nous nous sommes focalisés 

sur le courant GABAergique tonique dans différentes conditions pharmacologiques et sur les 

animaux témoins ou déplétés en dopamine. Lors de ces enregistrements, les neurones ont 

été maintenus à un potentiel de -60 mV auquel est à ajouter le potentiel de jonction de -4mV 

de notre solution interne de CsCl-. Nous avons suivi en continu l’évolution de la résistance 

d’accès au cours de nos expériences via l’application d’une variation de potentiel de -5 mV 

pendant 50 ms, 1 fois toutes les 50s d’enregistrement ce qui nous permet lors de l’analyse 

des données d’exclure des neurones dont la résistance d’accès varie de plus de 20% entre 

les différentes conditions comparées. La résistance d’accès (Ra, en MΩ) est utilisée pour 

évaluer la qualité du contact électrique entre l’électrode d’enregistrement et l’intérieur de la 

cellule. Plus la résistance d’accès est faible, plus les paramètres enregistrés sont proches de 

la réalité. Une variation de ce paramètre peut également entraîner une modification de 

l’amplitude et de la cinétique des événements enregistrés. C’est pourquoi ce paramètre a 

particulièrement été surveillé au cours de nos enregistrements. 
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 Enregistrements des IPSCs spontanés et miniatures 

Les IPSCs spontanés et miniatures (indépendants des potentiels d’actions) ont été 

enregistrés à un potentiel de membrane fixé à -60mV en présence de bloqueurs de la 

transmission synaptique glutamatergique, APV 50µM, DNQX 20µM et de bloqueurs des 

récepteurs GABAergiques métabotropiques GABAB, le CGP55845 1µM. Nous avons ajouté 

0.5 µM de Tetrodotoxine (TTX) dans le milieu de perfusion pendant l’enregistrement des 

tranches aigües sagittales obtenues à partir de rats contrôle et 6-OHDA et de souris contrôle 

et R6-1 pour l’enregistrement des courants GABAA miniatures. 

 

C4. Le patch perforé 

La technique du patch perforé constitue une alternative à la configuration «cellule entière», 

elle permet d’enregistrer sans dialyser et donc sans modifier le milieu intracellulaire du 

neurone et ainsi d’obtenir des enregistrements électrophysiologiques de meilleure qualité. 

Cette méthode utilise les propriétés des antibiotiques pour former des pores dans les 

membranes lipidiques perméables uniquement aux ions monovalents et aux molécules d’un 

diamètre inférieur à 10 Ä. L’antibiotique que nous avons utilisé est la gramicidine, qui a pour 

particularité de ne laisser passer que les cations monovalents. La gramicidine est mélangée 

avec la solution intracellulaire à une concentration finale de 15-20 μg/mL. Une fois la 

configuration cellule-attachée obtenue, la gramicidine va perméabiliser le morceau de 

membrane qui se trouve sous la pipette et, progressivement, produire un accès électrique à 

l’espace intracellulaire. Une fois la phase de perforation stabilisée, ce qui prend entre 30 et 

45 minutes, il est alors possible d’enregistrer l’activité de décharge des neurones sans 

perturber le milieu cytoplasmique. Néanmoins, cette technique reste difficile à utiliser car le 

risque de passer au cours de l’expérience dans la configuration « cellule entière » n’est pas 

négligeable, et si le morceau de membrane se rompt sous l’effet de l’antibiotique, celui-ci 

diffuse alors librement dans la cellule et perméabilise l’ensemble des membranes cellulaires. 

Ce changement brutal de configuration se traduit par un saut du potentiel de membrane de 

quelques mV dans nos conditions accompagné par une augmentation instantanée de 

l’amplitude des potentiels d’action. L’enregistrement est donc aussitôt arrêté. Le patch 

perforé a pour inconvénient de produire des résistances série élevées. Pour les expériences 

de potentiel imposé, nous avons préféré la configuration «cellule entière» au patch perforé 

afin d’obtenir les résistances série les plus faibles possibles et ainsi préserver les cinétiques 

des courants synaptiques. 
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D. Pharmacologie 

Après avoir appliqué une substance pharmacologique modifiant durablement les propriétés 

des événements étudiés, comme les antagonistes GABAergiques, une tranche « naïve » a 

systématiquement été utilisée pour l’expérience suivante. L’ensemble des produits 

pharmacologiques utilisés au cours de ma thèse sont résumés dans le tableau 3 suivant  

 

Drogue Fournisseur 
Concentration 
utilisée 

Action 

D-AP5 Abcam 50µM 
Antagoniste des récepteurs 
NMDA 

DNQX-disodium Abcam 20µM 
Antagoniste des récepteurs 
AMPA 

GABAzine Abcam 20µM 
Antagoniste des récepteurs 
GABAA 

TTX citrate Sigma 0,5µM 
Antagoniste des canaux Na

+ 

dépendants du voltage 

CGP 55845 Tocris 1µM 
Antagoniste des récepteurs 
GABAB 

dopamine hydrochloride Sigma 10µM 
Agoniste des récepteurs 
dopaminergiques 

quinpirole HCL Tocris 2µM 
Agoniste des récepteurs 
dopaminergiques D2 

NCC 711 Tocris 10µM 
Antagoniste des transporteurs 
GAT-1 

THIP Tocris 1µM 
Agoniste des récepteurs δ-
GABAA 

L-655,708 Tocris 1µM 
Agoniste inverse des 
récepteurs α5-GABAA 

SNAP-25 Tocris 20µM 
Antagoniste des transporteurs 
GAT-3 

NPPB Tocris 50µM 
Inhibiteur des canaux 
bestrophines 

Gadolinium Sigma 100µM Inhibiteur des canaux TRP 

HC 030031 Sigma 40µM Antagoniste des canaux TRPA1 

AITC Sigma 100µM Agoniste des canaux TRPA1 

Séléginine Sigma 100nM Antagoniste de l’nzyme MAOB 

Bafilomycine Abcam 4µM 
Inhibiteur des ATPases 
vacuolaires (ATPase V) 

Fluoroacétate SIGMA 1mM 
Inhibiteur du cycle de Krebs 
astrocytaire 

Tableau 3 : liste des différentes drogues utilisées dans les expériences de pharmacologie sur 
tranches aigües. 

 

E. Acquisition des données 

Les signaux électrophysiologiques ont été mesurés grâce à un amplificateur de patch-clamp 

(Multiclamp 700B, Molecular Devices) connecté à une interface analogue/digital (Digidata 

1320, Molecular Devices). L’acquisition des données électrophysiologiques a été réalisée 
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avec le logiciel PClamp 9.2. Les acquisitions ont été réalisées en utilisant une fréquence 

d’échantillonnage de 20 kHz. 

 

F.  Analyse des données 

L’analyse des enregistrements électrophysiologiques pour l’analye du courant tonique a été 

faite à l’aide des logiciels Clampfit 9.2 et Origin 7. Pour la détection des évènements 

synaptiques et l’analyse de leurs paramètres cinétiques, nous avons utilisé le logiciel 

« detection mini » qui a été développé au sein de notre laboratoire par M. Goillandeau. 

 

G. Mesure et Analyse de l’inhibition tonique 

La méthode classique pour révéler un courant tonique dans des enregistrements 

électrophysiologiques sur tranches aigües de cerveau en configuration « cellules entière » 

est d’appliquer des concentrations saturantes d’antagonistes spécifiques des récepteurs 

GABAA, qui peuvent être la biccuculine, la gabazine (SR95531) ou encore la picrotoxine 

(PTX). En plus de bloquer les IPSCs, ce traitement révélera un courant tonique visualisable 

par le déplacement du courant entrant de maintien du neurone, si le potentiel d’inversion du 

chlore (ECl) est proche de 0 mV (ce qui est le cas dans nos enregistrements), et produira 

une réduction de variance du courant de base, en rapport avec la diminution du nombre de 

canaux GABAA ouverts. 

 

G1 Mesure du courant tonique 

L'amplitude du courant tonique médié par les récepteurs GABAA extrasynaptiques est 

généralement révélée par la mesure des modifications du courant de maintien du neurone 

provoqué par l'application d'un antagoniste du GABA comme la GABAzine (pour revue: 

(Bright & Smart, 2013). Comme la plupart des enregistrements de neurones comprennent 

également des courants synaptiques inhibiteurs, il peut être important de les exclure de la 

mesure du courant tonique. Il existe deux méthodes simples qui sont généralement utilisées 

pour mesurer le déplacement du courant de maintien vers des valeurs moins négatives. Tout 

d'abord, le courant obtenu tout au long de l’enregistrement peut être échantillonné en 

réalisant la moyenne des points pendant 5 ms toutes les 100 ms. Cette fréquence 

d’échantillonnage permet de s’affranchir des IPSCs. Ensuite, il suffit de prendre la valeur 

moyenne des points pour obtenir des mesures du courant de maintien avant et après 

application de l'antagoniste (Figure 34 A-B). Alternativement, la seconde méthode consiste 

à analyser le courant de base en générant un histogramme de tous les points. La présence 
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d’IPSCs dans l’enregistrement donne une distribution de type poisson. Il est donc nécessaire 

d’appliquer sur les valeurs une distribution gaussienne pour s’abstraire de la transmission 

synaptique. Puis, la différence entre les moyennes des distributions gausiennes sont utilisés 

pour définir les courants de maintien avant et après application de l'antagoniste (Figure 34C). 

Dans la pratique, ces deux méthodes pour calculer le déplacement du courant de base, ont 

tendance à produire des résultats identiques. Les courants toniques sont souvent normalisés 

par rapport à la capacité de la cellule (pA / pF) pour permettre la comparaison entre les 

cellules de différentes tailles. 

Dans notre cas, nous avons utilisé une méthode alternative qui consiste à mesurer la 

médiane de tous les points en contrôle et en GABAzine sur une période de 30 s. Nous avons 

comparé cette méthode avec les deux méthodes précédentes et avons obtenu les mêmes 

valeurs de courants de maintien. Pour la représentation du courant de maintien dans les 

figures, nous avons opté pour un échantillonnage à une fréquence de 2Hz qui donne un 

résultat proche de la figure 34B.  

 

Figure 34: Méthodes pour mesurer le courant 
tonique. (A) Exemple d’un tracé électrophysiologique 
illustrant le blocage par la bicuculline (BIC) des récepteurs 
GABAA synaptiques responsables des IPSCs et le blocage 
simultané des récepteurs GABAA extra-synaptiques 
responsables du courant tonique. Les épisodes utilisées 
pour définir le courant tonique en conditions contrôle et 
bicuculline sont illustrées en bleu et en rouge 
respectivement. 
(B) Le courant de maintien est échantillonné en réalisant la 
moyenne sur 5 ms toutes les 100 ms. Les valeurs de 
courant en contrôle et bicuculline sont alors calculées en 
réalisant la moyenne des valeurs sur une durée de 10 s. (C) 
Le courant tonique peut aussi être défini en réalisant un 
histogramme de tous les points pour la période contrôle et la 
période bicuculline. Une courbe de Gauss est alors 
appliquée sur la partie la plus positive de ces histogrammes. 
Les valeurs moyennes de ces courbes de Gauss sont alors 
utilisées pour obtenir la valeur des courants en conditions 
contrôle et bicuculline. Les valeurs obtenues avec ces 2 
méthodes sont indiquées en encart dans les graphiques en 
B et C 
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III. Immunohistochimie 

1. Prélèvement et préparation des tissus 

Les expériences d’immunohistochimie ont été réalisées sur deux types de tissus : des 

coupes fines de 50 µM d’épaisseur ou des tranches sagittales de cerveau de 350 µM 

d’épaisseur utilisées pour les enregistrements électrophysiologiques. Les coupes de 50 µM 

ont été préparées à partir de cerveau fixés au paraformaldéhyde 4% (PFA). Les cerveaux 

sont conservés à -80°C jusqu’à la réalisation des coupes à l’aide d’un cryostat (Leica, 

CM3000) à une température de -19°C. Pour les tranches de 350 µM, ces dernières sont 

fixées avec du PFA 4% à la fin des enregistrements électrophysiologiques durant 1 nuit à 

4°C puis conservées à 4°C dans du PBS (0,1M) additionné d’azide de sodium à 0,2% 

jusqu’à la réalisation des expériences d’immunohistochimie.  

 

A. Révélation de la tyrosine hydroxylase par réaction 

enzymatique 

La révélation de la tyrosine hydroxylase (TH) nous a permis de vérifier le degré de déplétion 

dopaminergique au niveau du striatum. Nous avons considéré pour les analyses uniquement 

les animaux ayant une déplétion dopaminergique supérieure à 70% de perte de fibres 

dopaminergiques TH positives dans le striatum du côté lésé par rapport au côté témoin 

(Miguelez et al, 2012). Le protocole a donc été appliqué sur les tranches de cerveaux de rats 

lésés à la 6-OHDA préparées en même temps que celles utilisées pour l’électrophysiologie 

(350 µm d’épaisseur et contenant le striatum). Toutes les étapes ont été faites sous agitation 

et à température ambiante. 

Après rinçage dans du PBS 0,1M (6 x 5min), les tranches ont été incubées 30 min dans du 

PBS 0,1M contenant de l’H2O2 à 3% afin d’inhiber les peroxydases endogènes. Elles ont 

alors été rincées dans du PBS 0,1M (2 x 5min), puis incubées 30 min dans du PBS-BSA 1%-

Triton 3%. Ensuite, les tranches ont été mises en présence d’un anticorps primaire 

monoclonal anti-TH Clone LNC1, produit chez la souris, au 1/10 000e (Millipore, USA) en 

PBS-BSA 1%-Triton 0,3% pendant une nuit. Après un rinçage dans du PBS 0,1M (6x5min), 

les tranches ont été incubées 1h30 avec un anticorps secondaire anti-souris biotinylé, au 

1/1000e (Vectastain™ ABC kit elite PK6200, Vector Laboratories, USA). Un rinçage dans du 

PBS 0,1M (6x5min) a été réalisé avant d’incuber les tranches dans un complexe avidine - 

peroxydase biotinylée au 1/500e (Vectastain™ ABC kit elite PK6200, Vector Laboratories, 

USA). Ce complexe a la capacité de se fixer à la biotine de l’anticorps secondaire via 

l’avidine. Ainsi, lors de l’addition d’un substrat chromogène, l’oxydation de ce dernier par la 
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peroxydase forme un précipité rouge qui permet de détecter la TH. Après avoir rincé les 

tranches au PBS 0,1M (6x5min), la TH a donc été révélée grâce à l’incubation des tranches 

avec une solution contenant un substrat chromogène (ImmPACT™AMEC red SK-4285, 

Vector laboratories, USA). Une dernière étape de rinçage dans du PBS 0,1M (6x5min), puis 

dans de l’eau distillée (5min) a été réalisée avant montage des tranches entre lame et 

lamelle (VectaMount™ AQ H-5501, Vector Laboratories, USA). 

La densité optique du marquage TH dans le striatum a été quantifiée à l’aide du logiciel 

« Mercator » (Explora Nova, La Rochelle, France) et du logiciel « Image J ». Après 

soustraction du bruit de fond, la densité optique a été mesurée sur les tranches des 

hémisphères ipsi- et controlatéral contenant le striatum. Le marquage TH du côté lésé a été 

exprimé en pourcentage de la densité optique obtenue pour le côté intact. 

 

B. Marquages immunohistochimiques de GAT-3 sur les 

astrocytes 

Les immunohistochimies ont été effectuées sur des tranches de 50 µM pour comparer le 

marquage de GAT-3 à la surface astrocytaire dans le GPe entre les rats témoins et 6-OHDA. 

Les animaux âgés de 30 à 35 jours ont été profondément anesthésiés à l’uréthane. 

L’oreillette droite est incisée puis une aiguille placée dans le ventricule gauche permet de 

perfuser les animaux, tout d’abord au moyen de 100 mL d’un tampon phosphate (PBS ; 

0.1M, pH=7.4) puis avec 200 mL d’une solution fixatrice de paraformaldéhyde (PFA) à 4% 

dans du PBS avec une vitesse de perfusion constante de 15 mL/min afin d’évacuer tout le 

sang au niveau du cerveau et de fixer le tissu cérébral. Les animaux sont ensuite décapités, 

leur cerveau rapidement prélevé et post-fixé par immersion dans du PFA 4% et stocké à 4°C 

pendant la nuit. Les cerveaux sont ensuite placés durant 24 heures dans une solution de 

PBS-sucrose 20% afin de cryo-protégé le cerveau en vue de la congélation. Celle-ci 

s’effectue lorsque le cerveau est complètement imbibé de sucrose en le plongeant dans de 

l’isopentane préalablement refroidie à -45°C. Le cerveau est ensuite conservé à -80°C 

jusqu’au moment de la coupe. Des coupes de 50 μm d’épaisseur contenant le GP sont 

réalisées à -19°C selon le plan frontal au cryostat (Leica, CM3000) et sont conservées dans 

une solution protectrice de PBS-azide de sodium 0.2% à 4°C, afin de les protéger de toute 

infection fongique en attendant d’effectuer les immunohistochimies. Après un lavage de 5 

minutes dans du PBS, les coupes sont placées 45 minutes dans une solution de 

saturation/perméabilisation PBS - Triton 0.5% à 4°C. Le Triton permet de perméabiliser les 

membranes cellulaires pour permettre la pénétration des anticorps. Les coupes sont ensuite 

mises pendant 2h dans du PBS-NGS 10% (normal goat serum) à 4°C. Le NGS permet de 

saturer les sites de fixation non spécifiques. Les coupes sont ensuite incubées 48h à 4°C en 
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présence d’une combinaison de 2 anticorps primaires parmi lesquels : l’anti-GFAP (Millipore, 

ref : MAB3402, souris ; dilution 1/1000e) et l’anti-GAT-3 (Millipore ; ref : AB-1574, lapin, 

d=1/500e) dilués dans du PBS-NGS 2% pendant 48h à 4°C. Les coupes sont ensuite lavées 

(6 x 5 min) dans du PBS, avant d’être incubées 3 heures à 4°C avec les anticorps 

secondaires dilués au 1/500e couplés à différents fluorophores (Alexa-488 ; Alexa-568). 

Enfin les coupes sont lavées (6 x 5 min) puis sont montées sur des lames gélatinées, sous 

lamelle avec un milieu de montage préservant la fluorescence (H-1000 Vectashield ; Vector 

laboratories, USA).  

 

C. Identification immunohistochimique des populations 

neuronales du GPe 

Lors de nos expériences de patch-clamp réalisées sur les tranches de souris PV::Ai9 et 

Nkx2.1::Ai9, les neurones du GPe ont été remplis avec de la biocytine contenue dans la 

solution de patch-clamp par diffusion de l’électrode d’enregistrement au neurone. Les 

tranches de 350 μm d’épaisseur ont ensuite été fixées dans une solution de PFA 4% dans 

un tampon phosphate, PBS 0.1 M, pendant une nuit à 4°C puis conservées à cette même 

température dans du PBS-azide en attendant de réaliser les immunohistochimies.  

 

C1. Immunohistochimie réalisées sur les souris PV::Ai9 

Les tranches de 350 μm sont lavées (2 x 5 min) dans du PBS 0.1 M, puis placées dans une 

solution d’eau oxygéné H2O2 diluée à 3% dans du PBS 0.1M durant 15 min, afin d’inhiber les 

peroxydases endogènes. Les tranches sont ensuite lavées au PBS-Triton 0.3% (2 x 5min) 

avant d’être immergées dans un milieu de saturation/perméabilisation, le PBS-Triton 0.3%-

Blocking reagent 0,5% (Individual fluorescein tyramide reagent Pack, PerkinElmer) durant 30 

minutes afin de saturer les sites aspécifiques et de perméabiliser la membrane pour faciliter 

la pénétration des anticorps. Après cette étape, les tranches sont incubées toute la nuit à 

température ambiante avec les anticorps primaires anti-PV (Synaptic System, cochon d’Inde, 

d=1/10000e) et anti-FoxP2 (chèvre, d=1/200e) et de la Streptavidine 568 (d=1/500e) (ligand 

à très haute affinité de la biocytine) afin de révéler respectivement PV, FoxP2 et la biocytine. 

Les coupes sont lavées dans du PBS-Triton 0.3%-Blocking reagent 0,5% (6 x 5min), puis 

sont ensuite incubées pendant une 1h30 dans du PBS-Triton 0.3%-Blocking reagent 0,5% 

avec les anticorps secondaires, anti-cochon d’Inde HRP (d=1/1000e) et l’anti-chèvre Alexa 

649 (d=1/500e). Les tranches subissent de nouveau un rinçage au PBS-Triton 0.3% (6 x 

5min). À la fin du rinçage, elles sont incubées avec de la tyramide fluorescéine (d=1/100e 

dans une solution de diluent amplificateur) pendant 7 minutes. Enfin, elles sont de nouveau 
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rincées pendant 30 min (6 x 5min), pour être montées sur des lames gélatinées dans du 

vectashield puis recouvertes par une fine lamelle. 

 

C2. Immunohistochimie réalisée sur les souris NKX2.1-Ai9T 

Après les lavages de 2 x 5 minutes dans du PBS, les coupes de 350µM sont placées 1h30 

dans une solution de saturation/perméabilisation PBS-BSA (bovin serum albumin) 1% - 

Triton 0.3%. Le Triton permet de perméabiliser les membranes cellulaires pour permettre la 

pénétration des anticorps et la BSA de saturer les sites de fixation non spécifiques. Les 

coupes sont ensuite incubées une nuit à température ambiante en présence d’une 

combinaison de 2 anticorps primaires parmi lesquels : l’anti-FOXP2 (Forkhead Box 2 Protein 

; Santa Cruz ; chèvre, d=1/200e) et l’anti-RFP (Chromotek, ref : 5f8, rat, d=1/1000e) dilués 

dans du PBS-BSA 1%-Triton 0.3%, pendant 1 nuit. Les coupes sont ensuite lavées (6 x 5 

min) dans du PBS, avant d’être incubées 2 heures avec les anticorps secondaires dilués au 

1/500e couplés à différents fluorophores (Alexa-594 et Alexa-647) et de la Streptavidine 488 

(d=1/500e) (ligand à très haute affinité de la biocytine). Enfin, les coupes sont lavées (6 x 5 

min) puis sont montées sur des lames gélatinées, sous lamelle avec un milieu de montage 

préservant la fluorescence (H-1000 Vectashield ; Vector laboratories, USA). 

2. Acquisitions d’images 

Les acquisitions des images ont été réalisées à la plateforme du Bordeaux Imaging Center 

(BIC) sur un microscope confocal SP8 sur un support droit DM6000 (Leica Microsystems) 

avec un objectif x40 à huile (HC plan Apo CS2 huile 40X NA 1.30). Ce microscope est 

équipé d'un laser à lumière blanche (WLL2) permettant une excitation à travers un large 

spectre de 470 à 670 nm (pas de 1 nm). L'analyse a été faite soit avec un scanner classique 

(10 Hz à 1800 Hz) ou un scanner à résonance (8000 Hz). Afin de limiter le bruit de fond, 

chaque image a été obtenue par un moyennage de 3 (Leica LAS Lite). Les images sont 

ensuite retravaillées avec le logiciel Image J (NIH). 

3. Analyses statistiques 

L’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel Prism. La taille de nos échantillons étant 

le plus souvent trop faible pour déterminer si la répartition des données suit une loi normale, 

nous avons utilisé des tests non-paramétriques. Pour les données appariées, nous avons 

utilisé le test de Wilcoxson et pour les données non appariées, celui de Mann-Whitney. Pour 

les comparaisons entre plusieurs groupes, nous avons utilisé le test de Kruskal-Wallis suivi 

d’un test post-hoc de Dunn. Les données ont été considérées comme significativement 
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différentes pour des valeurs de p inférieures à 0,05. Les résultats des articles 1 et 2 ainsi que 

les résultats complémentaires de l’article 2 dans les figures sont présentés sous la forme de 

boîte à moustache (ligne centrale : médiane ; boîte : valeurs interquartiles 25-75 ; les 

moustaches : valeurs interquartiles 10-90). Dans le texte, les valeurs sont représentées sous 

la forme médiane, interquartile 25 - interquartile 75. Pour l’article 3, les données sont 

présentées sous la forme de la valeur moyenne ± SEM (erreur standard à la moyenne). 
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Résultats: 

 

 

 

Ré sultats I : 
Originé dé l’hypoactivité  du GPé dans la maladié dé Parkinson. 

 

Articlé 1 
Optogenetic interrogation of abnormal subthalamic 

nucleus-external globus pallidus network activity following 

the loss of dopamine 

 

 

En préparation
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SUMMARY 

 

Motor dysfunction in Parkinson’s disease (PD) and its experimental models is 

associated with an abnormal rate and pattern of subthalamic nucleus-external globus 

pallidus (STN-GPe) network activity. In order to address the underlying mechanisms 

electrophysiological recording and optogenetic interrogation methods were applied to 

mice, which had received selective, lesions of midbrain dopamine neurons. Parkinsonian 

STN-GPe network activity was not due to strengthening of glutamatergic cortico-STN 

inputs or loss of autonomous activity in prototypic GPe neurons because opposite 

presumably homeostatic changes were observed. Instead, we found that following loss 

of dopamine hyperactive D2-expressing striatal projection neurons excessively inhibited 

pallido-subthalamic neurons leading to increased control of STN activity by the indirect 

pathway. Together with published studies, our findings suggest that abnormal activity 

and maladaptive plasticity of the indirect pathway are the principal drivers of 

parkinsonian STN-GPe network activity. 
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INTRODUCTION 

The subthalamic nucleus-external 

globus pallidus (STN-GPe) network is a 

key component of the basal ganglia, a 

group of subcortical brain nuclei critical for 

movement and the major site of pathology 

and dysfunction in Parkinson’s disease 

(PD) (Albin et al., 1989; Galvan and 

Wichmann, 2008; Hammond et al., 2007; 

Mink and Thach, 1993; Quiroga-Varela, 

2013; Schmidt et al., 2013). The STN-GPe 

network has until recently been thought to 

comprise of reciprocally connected 

glutamatergic STN neurons and 

“prototypic” GABAergic GPe neurons, 

which in turn innervate common sets of 

GABAergic basal ganglia output neurons 

(Smith et al., 1998). Therefore, the 

network has been proposed to both 

powerfully regulate basal ganglia output 

and to act as an amplifier of oscillatory 

cortico-basal ganglia-thalamo-cortical 

activity. However, this view has been 

challenged by the discovery of a subclass 

(20%) of GPe neurons, so-called 

“arkypallidal” neurons, which do not 

innervate the STN but instead project 

exclusively and massively to the striatum 

(Abdi et a., 2015; Dodson et al., 2015; 

Mallet et al., 2012). Furthermore, the 

activity patterns of prototypic and 

arkypallidal GPe neurons in vivo (Magill et 

al., 2008a; Mallet et al., 2012) together 

with modeling suggest that arkypallidal 

rather than prototypic neurons are the 

primary target of the STN (Nevado-

Holgado et al., 2014). 

The major afferents of the STN-

GPe network arise from 1) layer V cortical 

pyramidal neurons, which project to the 

STN amongst other targets (Degos et al., 

2008; Kita and Kita, 2012; Nambu et al., 

1996) and 2) D2-expressing striatal 

projection neurons (D2-SPNs) (Chang et 

al., 1981; Gerfen et al., 1990), which 

project to the GPe. The STN-GPe network 

is therefore an integral component of the 

movement-suppressing hyperdirect and 

indirect pathways of the basal ganglia. 

The hyperdirect pathway transmits cortical 

excitation to basal ganglia output nuclei 

via the STN (Maurice et al., 1999; 

Tachibana et al., 2008) and thus rapidly 

constrains movement (Baunez et al, 1995; 

Nambu et al., 2002; Mink and Thach, 

1993). The indirect pathway, which 

courses through the striatum, GPe and 

STN, elevates basal ganglia output more 

slowly and may play roles in movement 

prevention and termination (Albin et al., 

1989; Kravitz et al., 2010; Maurice et al., 

1999; Mink and Thach, 1993; Tachibana 

et al., 2008). Following cortical stimulation, 

the responses of individual STN and GPe 

neurons in vivo indicate that the 

hyperdirect and indirect pathways 

converge onto individual STN and GPe 

neurons (Fujimoto et al., 1993; Kita, 1992; 

Maurice et al., 1998).  

Under normal conditions, the 

activity of the STN-GPe network is 

relatively de-correlated and related to 

movement in a complex manner (Arakadir 

et al., 2004; Elias et al., 2007; Matsumara 

et al., 1992; Wichmann et al., 1994a; 

Isoda and Hikosaka, 2008). In contrast, 

the activity of the parkinsonian STN-GPe 

network is more highly correlated and 

coherent with rhythmic cortical activity 

(Goldberg et al., 2002; Jenkinson and 

Brown, 2011; Magill et al., 2001; Mallet et 

al., 2008a; Quiroga-Varela et al., 2013; 

Sanders et al., 2013; Sanders et al., 

2013Sharrot et al., 2014; Shimamoto et 

al., 2013; Tachibana et al., 2011; Whitmer 

et al., 2012). The discharges of prototypic 



119 
 

and arkypallidal GPe neurons are also 

relatively phase-offset or phase-aligned to 

cortico-STN activity, respectively (Mallet et 

al., 2008a, 2012). Critically, this abnormal 

pattern of STN-GPe network activity is 

tightly linked to motor dysfunction, and 

treatments that de-correlate STN-GPe 

network activity, such as STN deep brain 

stimulation or levodopa treatment, are 

highly therapeutic (Agnesi et al., 2013; 

Benabid et al., 2009; Brown et al., 2001; 

Eusebio et al., 2012; Heimer et al., 2002; 

Whitmer et al., 2012; Zaidel et al., 2010). 

In addition, the mean rates of GPe and 

STN activity decrease and increase, 

respectively, following the loss of 

dopamine (Albin et al., 1989; Galvan and 

Wichmann, 2008). 

The origins of parkinsonian STN-

GPe network activity remain poorly 

understood. Because abnormal activity 

emerges slowly, days to weeks after acute 

loss of dopamine in animal models, 

plasticity within the circuit may be 

important (Degos et al., 2009; Mallet al., 

2008b; Vila et al., 2000). Indeed, 

increases in the strength and influence of 

hyperdirect cortico-STN inputs (Moran et 

al., 2011) and/or GPe-STN inputs (Chu et 

al., 2015; Moran et al., 2011), loss of 

autonomous GPe activity (Chan et al., 

2011), and hyperactivity (Mallet et al., 

2006; Moran et al., 2011) and plasticity of 

D2-SPNs (Day et al., 2006; Gittis et al., 

2011) triggered by the loss of dopamine 

have each been hypothesized to play 

important roles. In order to address these 

hypotheses, we used a combination of in 

vivo and ex vivo electrophysiological 

recording techniques in combination with 

optogenetic interrogation in vehicle-

injected control and 6-hydroxydopamine 

(6-OHDA)-injected dopamine-depleted 

mice, respectively. Stereotyped cortical 

activity states available during anesthesia 

have been utilized to probe the 

mechanisms underlying abnormal cortical 

patterning of the dopamine-depleted basal 

ganglia (e.g. Magill et al., 2001; Mallet al, 

2008a, 2012; Tseng et al., 2001). We 

therefore compared the impact of 

optogenetically inhibiting parvalbumin 

(PV) expressing GPe neurons, STN 

neurons and A2A-expressing D2-SPNs on 

STN-GPe network activity during cortical 

slow-wave activity (SWA) and cortical 

activation (ACT) in control and chronic, 

dopamine-depleted mice under urethane 

anesthesia. Ex vivo, we compared the 

density and strength of cortico-STN inputs 

and the autonomous activity of PV-

expressing GPe-STN neurons in brain 

slices derived from control and 

parkinsonian mice. Using these 

approaches, we elucidate key cellular and 

circuit mechanisms contributing to 

abnormal STN-GPe network activity that 

follows loss of dopamine. 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 

 

Animals 

Procedures involving mice were 

performed in accordance with the policies 

of the Society for Neuroscience, the 

National Institutes of Health, the European 

Communities Council Directives 

86/609/EEC and 2010/63/EU, and the 

Institutional Animal Care and Use 

Committees of Northwestern and 

Bordeaux Universities. Adult (p50–100) 

C57BL/6, PV-cre (Hippenmeyer et al., 

2005) and A2A-cre (Gong et al., 2007) 

and PV-cre/Ai9 (Madisen et al., 2010) 

mice were used. 

 

Stereotaxic injection of 6-OHDA and 

AAV vectors 

Mice were anesthetized with 

ketamine/xylazine (87/13 mgkg-1, IP), 

injected with desipramine (25 mg/kg, IP) 

and pargyline (50 mg/kg, IP) and then 

placed in a robotic, stereotaxic instrument 

(Neurostar, Sindelfingen, Germany). 

Anesthesia was maintained with 1-2% 

isoflurane (Smiths Medical PM, Inc., 

Norwell, MA). 2 µl 6-OHDA (3-4 mg/ml) in 

HEPES buffered saline (HBS)/0.02% 

ascorbate or HBS/0.02% ascorbate alone 

was then injected into the medial forebrain 

bundle (coordinates in mm from Bregma: 

AP, -0.7; ML, 1.2; DV, 4.7). AAV vectors 

(~1012-13 GC/ml; UNC Vector Core, Chapel 

Hill, NC; Penn Vector Core, Philadelphia, 

PA) were injected into the GPe of PV-cre 

mice (2 x 400 nl 

AAV9.CAG.FLEX.ArchT.GFP; AP, -0.27; 

ML, 1.8; DV, 3.3, 3.8) or the STN of 

C57BL/6 mice (300 nl 

AAV9.CAG.ArchT.GFP.WPRE.SV40; AP, 

-2.06; ML, 1.4; DV, 4.45) or the primary 

motor cortex of C57BL/6 mice (3 X 300 

nl AAV9.hSyn.hChR2(H134R)-eYFP; AP, 

0.6, 1.2, 1.8; ML, 1.5; DV, 1.0) or the 

striatum of A2A-cre mice (4 x 400 nl 

AAV9-CAG-FLEX-ArchT-GFP; AP, 0.4, 

0.9; ML, 2.2; DV, 3.0, 4.25). 

 

In vivo electrophysiological recording  

Data acquisition: Mice were anesthetized 

with urethane (1.25g/kg, IP) and 

supplements of ketamine/xylazine 

(14.4/1.6 mg/kg IP) were administered 

until the toe-pinch withdrawal reflex was 

abolished. Mice were placed in a 

stereotaxic frame (David Kopf 

Instruments, Tujunga, CA) and 

craniotomies were made over the motor 

cortex and the STN and GPe or the 

striatum and GPe. Unit recordings were 

made using silicon tetrode/optrode arrays 

(NeuroNexus Technologies, Ann Arbor, 

MI). Prior to recording tetrode arrays were 

dipped in lipophilic florescent dye (DiI, 

20mg/ml in 50% acetone/methanol) to 

enable subsequent reconstruction of 

recording sites. A custom light delivery 

system in which the output of a 580 nm 

laser (Coherent, Santa Clara, CA, USA) 

was reported by a light meter, modulated 

by a Pockels cell and controlled by a 

shutter (Vincent Associates, Rochester, 

New York) in the light path was used for 

optogenetic stimulation of ArchT. EEG 

was recorded from a peridural electrode 

placed over motor cortex. Single unit 

activity and EEG were acquired using a 

64-channel Digital Lynx (Neuralynx, 

Boseman, MT) amplifier with a sampling 

frequency at 40 kHz referenced against a 

wire overlying the ipsilateral temporal 
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musculature. Unit activity was band pass-

filtered at 200-9,000 Hz. The EEG was 

low pass-filtered filtered at 400Hz. 

Coincident unit activity and cortical EEG 

was recorded during SWA and tail pinch-

evoked ACT with and without optogenetic 

inhibition.  5 sec optogenetic inhibition 

was repeated up to 3 times with an 

interval of at least 3 minutes. Following 

recording, mice were perfuse-fixed in 4% 

paraformaldehyde and post-fixed in the 

same solution for up to 1 hour. 

 

Anatomical analysis: Perfuse-fixed 

brains were first sectioned at 70 µm on a 

vibratome (VT1200S; Leica Microsystems 

Inc., IL, USA).  Sections were then 

processed for immunofluorescent 

detection of NeuN or PV or FoxP2 or TH 

and then imaged on an epiifluorescent 

microscope equipped with digital imaging 

(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) and a 

3D reconstruction and stereological 

analysis system (MBF Bioscience, 

Williston, VT). Recording and optogenetic 

stimulation locations were then 

reconstructed in 3-D using DiI labeling, 

NeuN immunoreactivity and ArchT-GFP 

expression. PV, FoxP2 and ArchT 

expression in the GPe was quantified 

stereologically using the optical 

fractionator. Every fourth slice, a grid size 

of 300 x 300 µm and a counting frame of 

100 x 100 µm was applied. A 1 µm guard 

zone from the surface of the section was 

applied and neurons were then counted 

from images recorded at 1 µm intervals for 

5 µm. Striatal TH immunofluorescence 

was quantified in ImageJ (NIH).  

 

Electrophysiological analysis: Spike 

data was first sorted into single unit 

activity using Offline Sorter (Plexon, 

Dallas, TX). Signal conditioning and 

further analyses were carried out using 

MATLAB (MathWorks, Natick, MA). The 

EEG was down-sampled offline to 250 Hz 

and band pass-filtered between 0.5-1.5 Hz 

in the forward and reverse directions using 

a 2nd order Butterworth filter. The mean 

rate of single unit activity was calculated 

from the reciprocal of the mean interspike 

interval (ISI). The coefficient of variation of 

a single units ISIs was also calculated. To 

investigate how the activity of single 

neurons varied with respect to coincident 

SWA, the Hilbert transform was applied to 

the EEG to derive the phase relationship 

between each action potential and SWA. 

During SWA peaks in the EEG were 

defined as 0° and troughs as 180°. Phase 

non-uniformities in SWA were corrected 

with the empirical cumulative distribution 

function of MATLAB. Polar plots and 

statistical analyses of phase preference 

were then generated using the CircStat 

toolbox (Berens, 2009) for MATLAB. On 

polar plots an individual neuron’s phase 

preference was plotted as a line, the angle 

of which denoted its mean phase 

preference and the length of which 

reflected the resultant vector of its spikes 

within the analysis period. The mean 

phase angle of each neuron was also 

used to calculate a population vector, the 

angle of which denoted the median phase 

preference and the length of which 

reflected the resultant vector. The Kuiper 

two-sample test (circular analogue of the 

K-S test) was used to determine if phase 

preference differed significantly between 

two sample populations. Finally, phase 

locking of single unit activity to SWA was 

tested using the nonparametric Hodges-
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Ajne test (Omnibus test) for non-

uniformity. Fisher’s exact test was applied 

to determine whether the number of 

neurons exhibiting phase-locking was 

significantly different between the two 

sample populations. Significantly and non-

significantly phase-locked neurons were 

also distinguished on polar plots by 

different colors. 

 

Ex vivo electrophysiology 

Slice preparation: Mice were 

anesthetized with ketamine/xylazine 

(87/13 mgkg-1, IP), and perfused 

transcardially with sucrose-based artificial 

cerebrospinal fluid (ACSF) at 1-4oC. 

Parasagittal brain slices 

(electrophysiology, 250 m; 

immunohistochemistry, 200 m) 

containing the STN or the GPe were 

prepared in the same solution using a 

vibratome (Leica Microsystems Inc., IL). 

Slices were held in ACSF at 35 °C for 30 

min and then at room temperature until 

recording. 

 

Electrophysiology and optogenetic and 

stimulation: For electrophysiological 

recording and optogenetic stimulation 

slices were transferred to a recording 

chamber, perfused at a rate of ~ 5 ml/min 

with synthetic interstitial fluid (SIF) at 35-

37 °C. Somatic patch clamp recordings 

were obtained using glass micropipettes 

filled with either: 1) a Cs+-

methanesulfonate-based solution or 2) 

HBS SIF. Signals were low-pass filtered at 

10 kHz and sampled at 20-50 kHz. 

Electrode capacitance and series 

resistance were compensated. For EPSC 

recordings whole-cell capacitance was 

also compensated. Liquid junction 

potentials were corrected. EPSCs were 

evoked in the STN in the presence of 

GABAA-R and GABAB-R antagonists by 

optogenetic stimulation of the internal 

capsule rostral to the STN and were 

recorded in voltage-clamp mode using 

pipette solution 1. Optogenetic excitation 

was delivered via a 63X objective lens 

using a 470 nm light-emitting diode. 

Autonomous GPe PV neuron activity was 

recorded in the presence of GABAA-R, 

GABAB-R, AMPAR and NMDAR 

antagonists in current clamp mode using 

pipette solution 2. 

 

Anatomical analysis: eYFP, dTomato 

and immunofluorescent labeling for 

vGluT1, PV, FoxP2 and TH were 

visualized using epifluorescent or confocal 

laser scanning microscopy. To visualize 

expression of AAV vectors in the motor 

cortex and STN or dTomato expression in 

the GPe and/or immunoreactivity for 

vGluT1, PV or TH brain slices were first 

immersion fixed in 4% paraformaldehyde 

(PFA) at 4 °C either 1 hour after slice 

preparation or immediately following 

recording. Some slices were then 

processed for immunofluorescent 

detection of vGluT1, PV or TH. Slices 

were then imaged on an epiifluorescent 

microscope equipped with digital imaging 

and a 3D reconstruction and stereological 

analysis system or a confocal microscope. 

The density of vGluT1 immunoreactive 

structures in the STN and the area of the 

STN were estimated stereologically using 

the dissector and Cavalieri techniques, 

respectively (West, 1999). Cellular 

expression of dTomato, PV and FoxP2 in 

the GPe were quantified stereologically 

using the optical fractionator, as described 
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above. The intensity of striatal TH 

immunofluorescence was quantified, as 

described above (NIH).  

 

Statistical analysis 

Paired and unpaired data were compared 

using the non-parametric Wilcoxon sign 

rank test and the Mann-Whitney U test, 

respectively. Population data were 

expressed as median and interquartile 

range. Line plots were used to illustrate 

paired data. Box plots (central line; 

median, box; 25%-75%, whiskers; 10%-

90%) were used to illustrate data if some 

statistical comparisons were for unpaired 

data. Data were corrected for multiple 

comparisons by multiplying p values by 

the number of comparisons. P vales < 

0.05 were considered significant.  

 

RESULTS 

The rate and pattern of PV expressing 

prototypic GPe neuron activity in vivo 

is altered by dopamine depletion 

The majority of prototypic GPe 

neurons express the calcium-binding 

protein PV and project to the STN (Abdi et 

al., 2015; Dodson et al., 2015; Hernández 

et al., 2015; Mastro et al., 2014). In order 

to identify and silence the activity of GPe 

PV neurons, ArchT-eGFP (Han et al., 

2011) was virally expressed through 

injection of a cre-dependent adeno-

associated viral (AAV) vector into the GPe 

of mice expressing cre-recombinase 

under the control of the PV promoter. 

Immunohistochemistry confirmed the 

robust and specific expression of ArchT-

eGFP in PV-immunoreactive GPe neurons 

(Fig. 1). 94.9% of ArchT-eGFP expressing 

neurons co-expressed PV (n = 2 mice). 

Less than perfect detection efficiency of 

PV by immunohistochemistry was the 

most likely reason for the absence of PV 

expression in 5.1% of ArchT-eGFP 

expressing GPe neurons. Consistent with 

their prototypic nature, ArchT-eGFP was 

strongly expressed by the axon terminals 

of GPe PV neurons in the STN (Fig. 1). In 

contrast, arkypallidal neurons, identified 

by their immunoreactivity for FoxP2 (Abdi 

et al., 2015; Dodson et al., 2015; 

Hernández et al., 2015) was not observed 

in ArchT-eGFP expressing GPe neurons 

(Fig. 1; n = 2 mice). Together these data 

confirm the specific expression of ArchT-

eGFP in prototypic GPe PV neurons and 

the absence of ArchT-eGFP expression in 

Fox P2 expressing arkypallidal neurons. 

In vivo, under urethane 

anesthesia, prototypic and arkypallidal 

GPe neurons exhibit distinct activity 

patterns relative to SWA and tail pinch-

evoked ACT in dopamine-intact and -

depleted rodents (Abdi et al., 2015; Mallet 

et al., 2008a, 2012; Magill et al., 2001). To 

determine whether ArchT-eGFP 

expressing GPe PV neurons exhibit 

similar firing patterns to those described 

previously for prototypic neurons, ArchT-

eGFP was activated by orange light 

delivered via a fiberoptic positioned above 

an array of 4 tetrodes that were used to 

record GPe activity. Neurons that were 

rapidly and continuously inhibited when 

ArchT-eGFP was activated were 

considered to be prototypic GPe PV 

neurons (Fig. 1). Indeed, following light 

delivery, inhibited GPe neurons were only 

recorded when the optrode was positioned 

in sectors of the GPe that contained 

ArchT-eGFP expressing GPe PV neurons 
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(Fig. 1). The frequency and pattern of 

firing of GPe PV neurons, defined using 

these criteria, were then compared in 

vehicle-injected control and 6-OHDA-

injected dopamine-depleted mice.  

In control mice GPe PV neurons 

discharged in a tonic, irregular firing 

pattern (Fig. 1; vehicle: frequency = 25.6, 

9.5-36.2 Hz; CV = 0.55, 0.44-0.72; n = 

30). In dopamine-depleted mice, the rate 

of discharge of GPe PV neurons was not 

altered but the firing pattern was 

significantly more irregular relative to 

control (Fig. 1; 6-OHDA: frequency = 

18.5-13.6, 30.6 Hz; p >0.05; Mann-

Whitney U test (MWU); CV = 0.96, 0.75-

1.44; n = 34; p < 0.001; MWU). Although a 

similar proportion of GPe PV neurons 

(Fig. 1; vehicle: 13.3%, n = 4 of 30; 6-

OHDA: 20.6%; n = 7 of 34; p > 0.7446; 

Fisher’s exact test (F test)) exhibited 

activity that was significantly phase-locked 

to SWA, the mean phase of firing shifted 

to the inactive component of SWA in 

dopamine-depleted mice, (Fig. 1; vehicle:  

n = 30; 6-OHDA: n = 34; p < 0.05; 

Kuiper’s test (K test)). 

Loss of dopamine also altered the 

response of GPe PV neurons to tail pinch-

evoked ACT in a manner that was 

consistent with earlier studies of prototypic 

neurons (Fig. 1) (Abdi et al., 2015; Magill 

et al., 2001; Mallet et al., 2008a, 2012). In 

vehicle-injected control mice, the firing of 

GPe PV neurons was not significantly 

altered by ACT (Fig. 1; vehicle: SWA = 

20.6, 8.9-35.0 Hz; ACT = 26.8, 17.9-33.6 

Hz; n = 21; p > 0.05; Wilcoxon signed rank 

test (WSR); SWA CV = 0.58, 0.50-0.97; 

ACT CV = 0.64, 0.47-0.76; n = 21; p > 

0.05; WSR). In contrast, the firing of GPe 

PV neurons decreased markedly during 

ACT in parkinsonian mice (Fig. 1; 6-

OHDA: SWA = 16.2, 11.3-22.1Hz; ACT = 

9.6, 2-16.5 Hz; n = 21; p < 0.0005; WSR; 

vehicle: SWA CV = 1.01, 0.73-1.47; ACT 

CV = 0.81, 0.51-1.36; n = 21; p > 0.05; 

WSR). As a result, the firing of GPe PV 

neurons was significantly lower in 

dopamine-depleted mice than in control 

mice during ACT (p < 0.0001; MWU). 

Together, these data demonstrate that 

loss of dopamine leads in prototypic GPe 

PV neurons to 1) firing that is relatively 

phase-locked to the inactive component of 

cortical SWA 2) profound inhibition of 

firing following the transition from SWA to 

ACT. 

 

Impact of optogenetic silencing of GPe 

PV neurons on the STN in control and 

dopamine-depleted mice 

To determine how loss of 

dopamine affects the manner in which 

prototypic GPe PV neurons pattern STN 

activity, the effects of optogenetically 

inhibiting ArchT-eGFP expressing GPe PV 

neurons for 5 seconds on STN neuron 

firing in control and dopamine-depleted 

mice were recorded. Following 

optogenetic inhibition of GPe PV neurons, 

the majority of responsive STN neurons 

recorded from the GPe PV neuron-

innervated sector of the STN were 

disinhibited (82%, n = 36 of 44). Fewer 

were inhibited (18%, n = 8 of 44). During 

inhibition of GPe PV neurons, both the 

rate and regularity of firing of disinhibited 

STN neurons increased significantly (Fig. 

2; vehicle SWA: laser off = 10.5, 4.9-17.3 

Hz; laser on  = 23.7, 14.6-28.1 Hz; n = 36; 

p < 0.0001; WSR; laser off CV = 1.13, 

0.84-1.66; laser on CV = 0.73, 0.55-0.88; 

n = 36; p < 0.0001; WSR). However, 

inhibition of GPe PV neurons did not 
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significantly reduce the proportion of STN 

neurons phase-locked to the active 

component of SWA (Fig. 2; vehicle: laser 

off = 38.9%, n = 14 of 36; laser on = 

22.2%, n = 8 of 36; p =  0.3316; F test) 

and had no effect on their mean phase 

preference (Fig. 2; n = 36; p > 0.05; K 

test). 

 

Figure 1. The pattern of prototypic GPe PV neuron activity in vivo was altered by 

dopamine depletion 

(A, B) Examples of coincident 0.5-2.0 Hz band pass filtered EEG and GPe PV unit 

activity in vehicle- and 6-OHDA-treated mice. Each GPe neuron was identified as PV-

expressing by its inhibitory response to activation of Arch-T (yellow line). The firing of 

GPe PV neurons in 6-OHDA-treated mice was more irregular and shifted to the inactive 

component of SWA compared to control both in the representative examples (A, B) and 

the sample populations (C, D), as evidenced by an increase in CV (C) and a shift in 

phase preference (D, polar plots: red/blue outer circles, phase-locked/non phase-locked 

neurons; red/blue lines, associated firing vectors; black/green lines, median population 

vectors for vehicle-/6-OHDA-treated mice). EEG phase is denoted in the inset. (E) 

Examples of coincident 0.5-2.0 Hz band pass filtered EEG and GPe PV single neuron 

activity in vehicle- and 6-OHDA-treated mice prior to and following tail pinch-evoked ACT 
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(dashed red line). Note that in 6-OHDA-treated mice the firing of GPe PV neurons during 

ACT decreased compared to firing during SWA in both the example (E) and sample 

population (F). *, p < 0.05. 

 

As described above, in 6-OHDA-

injected mice, GPe PV neurons 

discharged in a more phasic pattern, 

where firing was relatively phase-offset to 

the active component of SWA and 

therefore to STN activity. In dopamine-

depleted mice, STN firing was similarly 

related to the active component of SWA, 

as evidenced by the proportion of phase-

locked neurons (Fig. 2; vehicle = 38.9%, n 

= 14 of 36; 6-OHDA = 54.3%, n = 25 of 

46; p = 0.4357; F test) and the mean 

phase preference of firing (Fig. 2; vehicle, 

n = 36; 6-OHDA, n = 46; p > 0.05; K test). 

During inhibition of GPe PV neurons, the 

majority of responsive STN neurons 

recorded from the GPe PV neuron-

innervated sector of the STN were 

disinhibited (96%; n = 46 of 48) and fewer 

neurons were inhibited (4%, n = 2 of 46). 

During optogenetic inhibition of GPe PV 

neurons, both the firing rate and regularity 

of disinhibited STN neurons increased in 

dopamine-depleted mice (Fig. 2; 6-OHDA 

SWA: laser off = 12.4, 9.5-16.6 Hz; laser 

on = 25.1, 16.0-33.9 Hz; n = 46; p < 

0.0001; WSR; laser off CV = 1.244, 0.98-

1.75; laser on CV = 0.66, 0.56-0.87; n = 

46; p < 0.0001; WSR). However, in 

contrast to vehicle-treated mice, 

optogenetic inhibition of GPe PV neurons 

in dopamine-depleted mice profoundly 

reduced the proportion of STN neurons 

phase-locked to SWA (Fig. 2; 6-OHDA: 

laser off = 54.3%, n = 25 of 46; laser on = 

6.5%, n = 3 of 46; p < 0.0002; F test). 

However, the phase preference of STN 

activity was not altered by inhibition of 

GPe PV neurons in dopamine-depleted 

mice (Fig. 2; laser off, n = 46; laser on, n 

= 46; p >0.05; K test). The frequency and 

CV of STN activity in vehicle- and 6-

OHDA-injected mice during SWA with or 

without GPe PV inhibition were also 

similar (Fig. 2; p > 0.05; MWU). Together, 

these findings suggest that during SWA 

GPe PV neurons similarly inhibit the level 

of STN activity in control and dopamine-

depleted mice but are relatively critical for 

phase-locking of STN neurons to SWA 

following the loss of dopamine. The lack of 

response of a subset of STN neurons to 

GPe PV neuron silencing likely reflects 

failure to inhibit GPe neurons presynaptic 

to recorded STN neurons. Inhibition of 

STN neurons during GPe PV neuron 

silencing in a minority of STN neurons 

may reflect disinhibition of GPe-STN 

neurons due to inhibition of local inhibitory 

projections within the GPe. We next 

compared the effects of inhibiting GPe PV 

neurons on STN activity during ACT. The 

responses of the subset of STN neurons 

that were disinhibited by GPe PV inhibition 

during SWA were analyzed. As described 

above, GPe PV neurons in 6-OHDA-

injected mice were strongly inhibited 

during ACT compared to neurons in 

control mice (Figs. 1, 2). During ACT, the 

activity of STN neurons in the GPe PV 

neuron-innervated sector of dopamine-

depleted mice was profoundly elevated 

relative to STN activity in control mice 

(vehicle: laser off = 12.3, 8.55-22.6 Hz; n 

= 16; 6-OHDA: laser off = 21.6, 16.0-29.8 

Hz; n = 19; p < 0.005; MWU), presumably 

due to reduced activity of GPe PV 

neurons. Optogenetic inhibition of GPe PV 
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neurons disinhibited STN activity in control 

and 6-OHDA-injected mice (Fig. 2; 

vehicle: laser on = 26.0, 17.2-34.9 Hz; n = 

16; p = 0.001 relative to laser off; WSR; 6-

OHDA: laser on = 27.2, 19.6-48.4 Hz; n = 

19; p < 0.005 relative to laser off; WSR). 

During ACT and optogenetic inhibition of 

GPe PV neurons, the regularity of STN 

firing also increased significantly in both 

control and dopamine-depleted mice (Fig. 

2; vehicle: laser off CV = 0.82, 0.63-0.95; 

laser on CV = 0.59, 0.53-0.74; n = 16; p < 

0.05; WSR; 6-OHDA: laser off CV = 0.91, 

0.72-1.03; 6-OHDA laser on CV = 0.70, 

0.53-0.80; n = 19; p < 0.005; WSR). The 

frequency and pattern of STN activity 

during concurrent ACT and GPe PV 

neuron inhibition were however not 

significantly different in control and 

dopamine-depleted mice (Fig. 2; p = 

0.1406; MWU; p = 0.8296; MWU, 

respectively). Together, these data 

suggest that the hyperactivity of STN 

neurons in dopamine-depleted mice 

during ACT is largely due to the reduced 

activity of presynaptic GPe PV neurons. 
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Figure 2. Impact of optogenetic silencing of GPe 

PV neurons on the STN in control and 

dopamine-depleted mice 

(A, B) Examples of coincident 

0.5-2.0 Hz band pass filtered 

EEG and GPe PV and STN 

single neuron activity in vehicle- 

(A) and 6-OHDA-treated (B) 

mice. Each GPe neuron was 

identified as PV expressing by 

Arch-T-dependent inhibition 

(yellow), as described above. 

The firing of GPe PV neurons in 

6-OHDA-treated mice was more 

irregular and shifted to the 

inactive component of SWA 

compared to control, also as 

described in Fig. 1. (A-C) 

Optogenetic inhibition (yellow 

line) of GPe PV neurons 

similarly disinhibited STN 

neurons in vehicle and control 

mice (A, B, examples; C, 

population data). (A, B, D) The 

firing of STN neurons in vehicle- 

and 6-OHDA-treated mice 

exhibited a similar preference for 

firing during the active 

component of the cortical EEG 

(A, B, examples; D, population 

data). However, the proportion 

of STN neurons exhibiting 

phase-locking to the EEG was 

significantly decreased by GPe 

PV neuron inhibition in 6-OHDA 

mice only. (E) Examples of 

coincident 0.5-2.0 Hz band pass 

filtered EEG, GPe PV and STN single neuron activity in vehicle- and 6-OHDA-treated 

mice, prior to and following tail pinch-evoked ACT (red dashed line). (E, F) The firing of 

STN neurons during ACT was significantly greater than during SWA in both vehicle- and 

6-OHDA-treated mice (E, examples; F population data). (F) However, the firing of STN 

neurons during ACT was significantly greater in 6-OHDA-treated mice compared to 

vehicle-treated mice both in the example (E) and sample population. (E, G, H) 

Optogenetic inhibition (yellow line) of GPe PV neurons during ACT disinhibited STN 
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activity in both vehicle- and 6-OHDA-treated mice and eliminated the difference in firing 

frequency between vehicle- and 6-OHDA-treated mice in both the examples (E, G) and 

sample populations (H). *, p < 0.05. 

 

The strength of cortico-STN 

transmission ex vivo is reduced 

following chronic dopamine depletion 

Several studies suggest that 

following loss of dopamine, abnormally 

coherent and correlated activity in the 

cortex and STN may be due to 

strengthening of cortico-STN 

transmission. However, monosynaptic 

excitatory responses of the STN to cortical 

stimulation in vivo are reduced in 6-

OHDA-treated rats versus control (Kita 

and Kita, 2011). Furthermore, a recent 

study in MPTP-treated primates provided 

evidence that following loss of dopamine 

1) the number of cortico-STN inputs 

declines and 2) the proportion of basal 

ganglia output neurons responding to 

stimulation of the hyperdirect cortico-STN-

GPi/SNr pathway diminishes (Mathai et 

al., 2015). To further examine the effect of 

dopamine depletion on cortico-STN 

transmission, we first compared the 

density of cortico-STN axon terminals 

through immunohistochemistry for the 

cortical axon terminal marker vGluT1. 

Application of the stereological dissector 

technique confirmed that the density of 

vGluT1-immunoreactive cortico-STN axon 

terminals was reduced by dopamine 

depletion (Fig. 3; vehicle: vGluT1 density 

= 19.2, 15.1-23.7 million/mm3; n = 8; 6-

OHDA: vGluT1 density = 13.2, 8.8-14.7; n 

= 8; p < 0.05; MWU). However, the area of 

the STN per brain slice was not affected 

by dopamine depletion (0.24, 0.20-0.28 

mm2; n = 8; 0.20, 0.17-0.24 mm2; n = 8; p 

> 0.05). Thus, following loss of dopamine, 

the total number of vGluT1 expressing 

cortico-STN axon terminals decreased in 

a similar manner to that described in non-

human primates (Mathai et al., 2015). 

Next, ChR2(H134R)-eYFP was 

virally expressed in motor cortex through 

intracerebral injection in order to 

optogenetically stimulate and thus study 

cortico-STN transmission in ex vivo brain 

slices derived from vehicle- and 6-OHDA-

depleted mice (TH vehicle = 6.6, 1.2-

9.1%; n = 13; TH 6-OHDA = 98.0, 93.5-

114.2%; n = 13; p < 0.0001; MWU), as 

described previously (Chu et al., 2015). 

STN neurons were first voltage clamped 

at -80 mV to isolate AMPA receptor 

(AMPAR)- from NMDA receptor 

(NMDAR)-mediated transmission, which is 

negligible at this voltage. The relationship 

between the amplitude of cortico-STN 

transmission and optogenetic stimulation 

intensity was first assessed. The peak 

amplitude of the evoked cortico-STN 

EPSC was consistently lower in slices 

derived from dopamine-depleted mice 

(Fig. 3; e.g., at 40 % LED intensity: 

vehicle = 338.0, 251.6-498.6 pA; n = 18; 

6-OHDA = 97.8 65.1-132.7 pA; n = 16; p < 

0.0001; MWU). Because the paired-pulse 

ratio (PPR; EPSC2/EPSC1) was not 

significantly affected by dopamine 

depletion (e.g. PPR at 40% LED intensity: 

vehicle = 0.87, 0.77 to 1.02; n = 18; 6-

OHDA = 0.89, 0.73 to 1.19; n = 16; p > 

0.05; MWU), a reduction in the initial 

probability of transmission is unlikely to 

underlie the reduction in EPSC amplitude. 

Indeed, the amplitude of quantal cortico-
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STN EPSCs, evoked in the presence of 

Sr2+, was also slightly but significantly 

lower in slices derived from dopamine-

depleted versus vehicle-injected mice 

(Fig. 3; vehicle = 12.6, 10.8- 19.6 pA; n = 

24; 6-OHDA = 10.8, 9.7-12.0 pA; n = 19; p  

< 0.05; MWU). Although these data 

suggest that AMPAR-mediated cortico-

STN transmission is diminished following 

loss of dopamine, increased cortico-STN 

patterning in vivo could be due to up-

regulation of NMDAR-mediated 

transmission. Therefore, the ratio of 

AMPAR:NMDAR-mediated transmission 

was compared. Optogenetic stimulation 

was applied at holding voltages -80 mV 

and +40 mV in order to evoke large 

AMPAR- and NMDAR-EPSCs, 

respectively, in the same neurons. At +40 

mV the EPSC was measured 50 ms after 

optogenetic stimulation to kinetically 

isolate the slow NMDAR-mediated EPSC 

from the more rapid AMPAR component, 

which had fully decayed at this time point. 

This approach revealed that the 

AMPAR:NMDAR ratio was in fact greater 

in 6-OHDA-treated mice, demonstrating 

that following loss of dopamine NMDAR-

mediated cortico-STN transmission was 

down-regulated to a greater extent than 

AMPAR-mediated cortico-STN 

transmission (Fig. 3; vehicle = 3.86, 3.07-

5.25; n = 30; 6-OHDA = 4.75, 3.56-7.28; n 

= 31; p < 0.05; MWU). Together, these 

data are consistent with the conclusions 

that following the loss of dopamine: 1) the 

number of cortico-STN axon terminals 

decreased 2) the overall strength of 

AMPAR- and NMDAR-mediated cortico-

STN transmission decreased 3) the initial 

probability of cortico-STN transmission 

was not altered 4) the amplitude of 

AMPAR-mediated quantal cortico-STN 

transmission decreased. Thus, abnormal 

STN activity in vivo in experimental and 

idiopathic PD cannot be due to up-

regulation of cortico-STN transmission or 

an increase in NMDAR- versus AMPAR-

mediated cortico-STN transmission. 

Indeed, following loss of dopamine, 

increased cortico-STN patterning appears 

to be opposed by homeostatic 

compensatory loss of cortico-STN 

synapses similar to that reported for 

cortical inputs to D2-SPNs (Day et al., 

2006). 
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Figure 3. Increased cortical patterning 

of the parkinsonian STN is not due to 

an increase in the strength of the 

cortico-STN pathway 

(A, B) Confocal micrographs of vGluT1 

immunoreactivity in the STN of vehicle- 

and 6-OHDA-treated mice. The density of 

vGluT1-immunoreactive structures was 

significantly lower in dopamine-depleted 

mice relative to control in both the 

examples (A, B) and samplepopulations 

(C). (D, E) The amplitude of 

optogenetically stimulated cortico-STN 

transmission was significantly lower in 

STN neurons derived from 6-OHDA- 

versus vehicle-treated mice (D, examples; 

E, population data). (F, G) The 

AMPAR:NMDAR ratio was significantly 

greater in STN neurons derived from 6-

OHDA- versus vehicle-treated mice (F, 

examples; G, population data). (H, I) The 

amplitude of quantal cortico-STN 

transmission evoked in the presence of 

Sr2+ was significantly greater in STN 

neurons derived from 6-OHDA- versus 

vehicle-treated mice (H, examples; I, 

population data). *, p < 0.05. 

Impact of silencing STN activity on GPe 

neuron activity 

To determine how the STN 

patterns the activity of prototypic GPe 

neurons, we recorded the responses of 

GPe neurons to optogenetic inhibition of 

STN neurons in vehicle- and 6-OHDA-

injected mice during SWA and ACT. 

ArchT-eGFP was virally expressed in STN 

neurons through stereotaxic injection of an 

AAV vector whose expression was 

regulated by the endogenous synapsin 

promoter (Fig. 4). The projection of the 

ArchT-eGFP expressing STN neurons to 

the GPe was strongly labeled. Although 

ArchT-eGFP expression was sometimes 

not completely confined to the STN, 

optogenetic inhibition was delivered to the 

STN, as verified by histological analysis of 

optrode placement. Because the identities 

of GPe neurons were unknown in these 

experiments, we restricted our recordings 

to sectors of the GPe where GPe PV 

neurons were abundant and restricted our 

analysis to neurons with similar firing 

properties to prototypic neurons, recorded 

previously in this and other studies (Abdi 

et al., 2015; Dodson et al., 2015; Mallet et 

al., 2012). This was particularly 

straightforward in dopamine-depleted 
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mice due to the distinct activities of 

prototypical and arkypallidal neurons 

during SWA and their distinct responses 

to ACT. In the majority of responsive GPe 

neurons recorded both in vehicle- and 6-

OHDA-injected mice during SWA (vehicle: 

75%, n = 12 of 16; 6-OHDA: 62%, n = 13 

of 21) optogenetic inhibition of the STN 

modestly reduced neuronal activity (Fig. 

4; vehicle: laser off = 20.8, 17.7-25.8 Hz; 

laser on = 18.2, 13.3-22.0 Hz; n = 12; p < 

0.005; WSR; 6-OHDA: laser off = 25.4, 

19.9-34.2 Hz; laser on = 16.8, 9.9-26.0 

Hz; n = 13; p < 0.0005; WSR). 

Optogenetic inhibition of the STN also 

accentuated firing pauses during the 

active component of SWA in putative 

prototypic GPe neurons in 6-OHDA-

injected mice and thus increased the CV 

of firing (Fig. 4; vehicle: laser off CV = 

0.46, 0.36-0.60; laser on CV = 0.43, 0.34-

0.80; n = 12; p > 0.05; WSR; 6-OHDA: 

laser off CV = 1.517, 1.131-1.911; laser 

on CV = 1.824, 1.524-2.573; n = 13; p < 

0.005; WSR) and increased their 

preference for firing during the inactive 

component of SWA (Fig. 4; p < 0.01; K 

test). In contrast, optogenetic inhibition of 

the STN had no effect on CV (Fig. 4; 

vehicle: laser off CV = 0.46, 0.36-0.60; 

laser on CV = 0.43, 0.34-0.80; n = 12; p > 

0.05; WSR) or phase preference (p > 

0.05; K test) of GPe neurons in vehicle-

injected mice. 

During ACT, optogenetic inhibition 

of the STN decreased neuronal activity of 

GPe neurons in 6-OHDA-injected mice 

only (Fig. 4; vehicle: laser off = 30.4, 22.6-

35.2 Hz; laser on = 33.4, 25.5-37.8 Hz; n 

= 9; p > 0.05; WSR; vehicle: laser off CV = 

0.41, 0.28-0.50; laser on CV = 0.39, 0.26-

0.62; n = 9; p > 0.05; WSR; 6-OHDA: 

laser off = 13.7, 8.9-16.7 Hz; laser on = 

3.3, 0.4-7.7 Hz; n = 12; p < 0.001; WSR; 

6-OHDA: laser off CV = 0.84, 0.77-1.10; 

laser on CV = 0.83, 0.17-1.18; n = 12; p > 

0.05; WSR). Together these data suggest 

that synaptic excitation arising from the 

STN contributes to the firing of prototypic 

GPe neurons in vivo in control and 

dopamine-depleted mice during SWA.  

However, during ACT synaptic excitation 

from the STN only contributed significantly 

to GPe activity in dopamine-depleted 

mice. Interestingly, STN inhibition 

exacerbated abnormal phasic GPe activity 

during SWA and hypoactivity during ACT 

implying that the STN is not responsible 

for abnormal GPe activity, as was 

previously suggested (Plenz and Kitai, 

1999). 

 

The autonomous firing of GPe-PV 

neurons is significantly elevated 

following loss of dopamine 

To determine whether loss of 

autonomous GPe PV neuron activity 

contributes to their abnormal activity in 

dopamine-depleted mice during SWA and 

ACT, as was previously suggested (Chan 

et al., 2011), the autonomous firing of GPe 

PV neurons was compared in ex vivo 

brain slices derived from vehicle- and 6-

OHDA-injected mice. In order to target 

GPe PV neurons for cell-attached patch 

clamp recording ex vivo, mice were 

derived from a cross of Ai9 mice in which 

a loxP-flanked STOP cassette prevents 

transcription of the downstream tdTomato 

and PV cre mice. The selective 

expression of tdTomato in GPe PV 

neurons was first verified using 

immunohistochemistry for PV. 73.2% 

(66.1-77.9%; n = 3) of neurons expressed 

both tdTomato and 
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Figure 4. Impact of 

silencing STN activity on 

GPe neuron activity 

(A-C) Optogenetic inhibition 

(yellow line) of STN neurons 

moderately, but significantly, 

reduced the rate of GPe 

neuron activity in both 

vehicle- and 6-OHDA-

injected animals during SWA 

(A, B, examples; C, 

population data). 

Optogenetic inhibition of the 

STN also accentuated firing 

pauses during the active 

component of SWA in GPe 

neurons from 6-OHDA-

treated mice, as evidenced 

by an increase in the CV of 

firing (B, C) and an 

increased preference for 

firing during the inactive 

component of SWA (B, D). 

(E, F) The firing of putative 

prototypic GPe neurons 

increased and decreased 

during tail pinch-evoked (red 

dashed line) ACT in vehicle- 

and 6-OHDA-injected mice, 

respectively. (E, examples; 

F, population data). (G, H) 

Optogenetic inhibition 

(yellow lines) of STN 

neurons during ACT 

significantly decreased firing 

GPe neurons in 6-OHDA-

treated mice. (G) 

Representative examples of 

GPe and STN neuron activity 

during ACT prior to and 

during optogenetic inhibition 

of STN neurons. These 
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traces can also be compared with their respective traces 

in E, where optogenetic inhibition of the STN was not 

applied. (H) Population data. *, p < 0.05. 

 

PV. Only 8.9% (4.1-14.2%; n = 3) of 

tdTomato neurons were not 

immunoreactive for PV, most likely due to 

<100% efficiency of immunodetection and 

18.1% (18.0-19.8%, n = 3) of PV neurons 

did not express tdTomato, presumably 

due to <100% efficiency of cre-mediated 

excision of the loxP-flanked STOP 

cassette (Fig. 5). Less than 1% of PV or 

tdTomato expressing GPe neurons 

expressed the arkypallidal neuron marker 

Fox P2 (Fig. S?). Together, these data 

suggest that tdTomato expression is a 

reliable marker of prototypic GPe PV 

neurons in this mouse line. Cell-attached 

current clamp recordings of GPe 

tdTomato neurons in ex vivo brain slices 

were conducted in the presence of 

AMPAR, NMDAR, GABAAR and GABABR 

antagonists in order to measure their 

autonomous activity. As described 

previously, GPe PV neurons discharged 

regularly and at high frequency in brain 

slices derived from dopamine intact mice 

(vehicle: frequency = 35.1, 26.8-44.0 Hz; 

CV = 0.13, 0.10-0.23; n = 89) (Abdi et al., 

2015; Hernández et al., 2015; Mastro et 

al., 2014). Not only was the autonomous 

firing of GPe PV neurons preserved in 

slices derived from 6-OHDA-injected mice, 

firing was significantly elevated compared 

to firing in GPe PV neurons from vehicle-

injected mice (6-OHDA: frequency = 41.7, 

34.0-50.2 Hz; CV = 0.12, 0.08-0.20; n = 

98; frequency, p < 0.001; CV, p > 0.05; 

WSR). Together these data indicate that 

the low frequency and abnormal pattern of 

GPe PV neuron firing in dopamine-

depleted mice in vivo cannot be due to 

loss of autonomous firing. In fact, 

autonomous firing was significantly up-

regulated in GPe PV neurons following 

loss of dopamine, presumably through 

engagement of homeostatic mechanisms 

that are triggered by their overall reduction 

in firing in vivo. 

 

Inhibition of hyperactive D2-SPNs 

normalizes GPe activity in 6-OHDA 

mice  

Together these data suggest that 

following the loss of dopamine the 

increased patterning of prototypic GPe PV 

neurons during SWA, the hypoactivity of 

prototypic GPe PV neurons during SWA 

and ACT and the hyperactivity of STN 

neurons during ACT do not result from an 

increase in the strength of cortico-STN 

transmission nor the loss of autonomous 

GPe PV neuron activity. Indeed, STN and 

GPe PV neurons exhibit plasticities, which 

appear to oppose abnormal activity. In 

addition, synaptic excitation arising from 

the STN partially counteracted the 

abnormal frequency and pattern of 

prototypic GPe PV neuron activity rather 

than drove it. The other major afferent of 

the STN-GPe network emanates from 

GABAergic striatal D2-SPNs and is 

directed towards the GPe. In order to 

monitor and manipulate the activity of D2-

SPNs, ArchT-eGFP was virally expressed 

through injection of a cre-dependent AAV 

vector into the striatum of mice expressing 

cre-recombinase under the control of the 

adenosine 2A receptor (A2A) promoter 
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(Fig. 6). The specificity of ArchT-eGFP 

expression in D2-SPNs was evidenced by 

ArchT-eGFP expression in the subset of 

SPNs that projected to the GPe (Fig. 6). 

Expression of ArchT-eGFP in the 

projections of D1-SPNs to the basal 

ganglia output nuclei was not  

 

Figure 5. The autonomous activity of prototypic GPe PV neurons increases 

following loss of dopamine.  

(A-E) In PV cre/Ai9 mice the majority of neurons expressing PV or dTomato expressed 

both PV and dTomato, as evidenced by representative confocal micrographs of PV and 

dTomato expression (A-D) and stereological analysis (E). (F-G) the autonomous activity 

of dTomato expressing GPe neurons was not disrupted in 6-OHDA injected mice versus 

vehicle-injected mice.  Indeed, the frequency of autonomous firing was significantly 

elevated in dopamine-depleted mice compared to control mice. (F) Examples. (G) 

Population data. *, p < 0.05. 
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observed, verifying the selective 

expression of ArchT-eGFP in D2- and not 

D1-SPNs. Because dopamine negatively 

modulates the excitability of D2-SPNs, its 

loss is thought to underlie their increased 

responsiveness to cortical drive (Gerfen 

and Surmeier, 2011; Mallet et al., 2006; 

Tseng et al., 2001). We therefore 

compared the firing of ArchT-eGFP-

expressing D2-SPNs in vehicle- and 6-

OHDA-injected mice during SWA and 

ACT. Consistent with the negative 

modulation of D2-SPN excitability by 

dopamine, the frequency of D2-SPN 

activity was elevated in dopamine-

depleted mice during SWA (Fig. 6; vehicle 

SWA: laser off = 2.1, 1.6-4.2 Hz; n =    46; 

6-OHDA SWA: laser off = 5.4, 2.6- 9.3 Hz; 

n = 57; p < 0.0001; MW; vehicle SWA: 

laser off CV = 1.34, 1.04-1.76; n = 46; 6-

OHDA SWA: laser off CV = 2.03, 1.57-

2.41; n = 57; p = 0.0001; MWU) and ACT 

(vehicle ACT: laser off = 0, 0-1.25 Hz; n = 

18; 6-OHDA ACT: laser off = 5.0, 0.9-15.5 

Hz ; n = 21; p < 0.0003; MWU vehicle 

ACT: laser off CV = 0, 0-0.56; n = 18; 6-

OHDA ACT: laser off CV = 0.95, 0.44-

1.19; n = 21; p = 0.0039; MWU) relative to 

vehicle-injected mice. 

The impact of ArchT-eGFP 

inhibition of D2-SPNs on GPe neurons in 

6-OHDA-injected mice was then 

examined. GPe neurons that exhibited the 

firing patterns of prototypic GPe PV 

neurons recorded in this and other studies 

were targeted (Abdi et al., 2015; Mallet et 

al., 2012; Dodson et al., 2015). GPe 

neurons that responded to inhibition of 

D2-SPNs were rare (43%, n = 45 of 105), 

presumably due to the large size of the 

striatum relative to the small zone of 

optogenetic inhibition and also to the 

highly topographic nature of the striato-

pallidal projection. In the majority of 

responsive putative prototypic GPe PV 

neurons (91%, n = 41 of 45), D2-SPN 

inhibition led to elevated and more regular 

activity during SWA (Fig. 6; 6-OHDA: 

laser off = 24.0, 12.9-35.8 Hz; laser on = 

27.8, 16.0-38.7 Hz; n = 41; p < 0.0001; 

WSR; 6-OHDA: laser off CV = 0.90, 0.74-

1.03; laser on CV = 0.69, 0.48-0.83; n = 

41; p < 0.0001; WSR). Furthermore, D2-

SPN inhibition significantly reduced the 

proportion of GPe neurons whose firing 

was phase-locked to the inactive 

component of SWA (Fig. 6; 6-OHDA laser 

off: = 36.6%, n = 15 of 41; laser on = 

9.8%, n = 4 of 41; p < 0.0390; F test) but 

had no effect on phase preference (Fig. 6; 

p > 0.05; K test). D2-SPN inhibition during 

ACT also elevated GPe activity (Fig. 6; 6-

OHDA: laser off = 12.2, 5.1-25.3 Hz; laser 

on = 21.6, 17.0-34.5 Hz; n = 9; p = 

0.0391; WSR; 6-OHDA: laser off CV = 

0.71, 0.52-0.97; laser on CV = 0.65, 0.47, 

0.83; n = 9; p = 0.3828; WSR). Thus, 

inhibition of D2-SPNs in dopamine-

depleted mice reduced both the pauses in 

GPe activity during the active component 

of SWA and the inhibition of firing of GPe 

neurons that accompanied the transition 

to ACT. These data suggest that following 

loss of dopamine, increased inhibition of 

prototypic GPe neurons by D2-SPNs is 

the major factor underlying the abnormal 

frequency and pattern of GPe and 

therefore STN activity. Taken together our 

findings suggest that following loss of 

dopamine hyperactivity of D2-SPNs leads 

to excessive inhibition of prototypic GPe 

PV neurons, which leads to increased 

patterning of STN neurons by the indirect 

pathway. Furthermore, the cellular and 

synaptic plasticities associated with 

dopamine depletion that were identified in 

this and other studies appear to represent 
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homeostatic adaptations to this new 

regime of activity. Thus, excitatory cortical 

inputs and inhibitory interneuron inputs to 

D2-SPNs decrease and increase, 

respectively Day et al., 2006; Fiebinger et 

al., 2014; Gittis et al., 2011); the intrinsic 

excitability of D2 SPNs decreases; 

inhibitory GPe inputs and cortical inputs to 

STN neurons increase and decrease, 

respectively (Chu et al., 2015; this study); 

autonomous STN activity decreases 

(Wilson et al., 2006; Zhu et al., 2002); and 

the autonomous activity of prototypic GPe 

PV neurons increases (this study). 

 

 

 

 

 

Figure 6. Inhibition of 

hyperactive D2-SPNs 

normalizes GPe activity in 6-

OHDA mice 

(A, B) Examples of coincident 0.5-

2.0 Hz band pass filtered EEG 

and D2-SPN neuron activity in 

vehicle- (A) and 6-OHDA-treated 

(B) mice. Each D2-SPN neuron 

was identified as A2A expressing 

by Arch-T-dependent inhibition 

(yellow line). (C) Population data 

illustrating the frequency, CV and 

phase preference of D2-SPN 

activity in vehicle- and 6-OHDA-

injected mice. (A-C) During SWA 

the frequency and CV of D2-SPN 

activity were significantly greater 

in 6-OHDA- versus vehicle-

injected mice. (D, E) Optogenetic 

inhibition (yellow line) of D2-SPNs 

increased the firing rate, 

decreased the CV, and reduced 

the proportion of putative 

prototypic GPe neurons phase-

locked to SWA in 6-OHDA-treated 

mice. (D) Representative example 

traces. (E) Population data 

illustrating the frequency, CV and 

phase preference of GPe activity 

before and during optogenetic 

inhibition of D2-SPNs. (F, G) In 6-

OHDA-treated mice tail pinch-

evoked ACT decreased putative 
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prototypical GPe neuron firing relative to firing 

during SWA, as described above. Optogenetic 

inhibition of D2-SPNs during ACT (yellow line) 

significantly increased GPe neuron firing. (F) 

Representative example traces. 

(G) Population data. *, p < 0.05. 

 

DISCUSSION

Using optogenetic interrogation in vivo 

and ex vivo, we elucidated the contribution 

of specific cell classes and their synaptic 

connections to abnormal STN-GPe 

network activity that follows the loss of 

dopamine. The data demonstrate that 

hyperactivity of D2-SPNs generates 

excessive inhibition of prototypical GPe 

PV neurons, which leads to disinhibited 

cortical patterning of STN-GPe neurons, 

which is in turn transmitted to arkypallidal 

neurons. Furthermore, in contrast to 

earlier studies, we found that cortico-STN 

transmission and autonomous GPe PV 

neuron activity were down- and up-

regulated, respectively, which is 

presumably a reflection of homeostatic 

mechanisms that are engaged by 

abnormal STN-GPe network activity.   

 

Origins of abnormal STN-GPe network 

activity following the loss of dopamine 

Prototypic GPe PV neuron silencing 

elevated and regularized STN activity both 

during SWA and ACT in dopamine-intact 

and -depleted mice. In control mice, the 

tonic, irregular activity of prototypic GPe 

PV neurons powerfully limited STN firing 

throughout the entire cycle of SWA and 

during ACT, consistent with 

hyperpolarizing and shunting inhibition 

mediated through activation of 

postsynaptic GABAA and GABAB 

receptors. In parkinsonian mice, GPe PV 

neuron silencing less effectively 

disinhibited STN activity, presumably 

because GPe PV neuron activity was 

relatively phase-offset to STN activity 

during SWA and relatively diminished 

during ACT. During GPe PV neuron 

silencing, STN activity (presumably 

autonomous in nature) increased during 

the inactive component of SWA due to 

disinhibition. Conversely, SWA-associated 

STN firing decreased slightly during 

silencing. This latter observation implies 

that each bout of GABAergic inhibition de-

inactivates STN Cav1/3 and Nav1 

channels increasing their availability for 

synaptic integration and firing during the 

active component of SWA. Thus, the net 

effect of silencing GPe PV neurons in 

parkinsonian mice was that STN activity 

became less correlated with SWA. 

Strengthening of cortico-STN transmission 

has been postulated to underlie the 

increased cortical patterning of the STN in 

parkinsonism. Indeed, driving cortico-STN 

transmission and patterning ex vivo leads 

to NMDAR-dependent LTP of cortico-STN 

inputs. However, we report here that 

cortico-STN transmission was in fact 

strongly down-regulated following loss of 

dopamine. Thus, the density/number of 

vGluT1-immunoreactive cortico-STN axon 

terminals was markedly reduced in 6-

OHDA- versus vehicle-injected mice, 

consistent with a recent study in MPTP-

treated non-human primates. We also 

report that AMPAR-mediated cortico-STN 

transmission was consistently reduced 

across a range of optogenetic stimulation 

intensities ex vivo and that NMDAR-

mediated transmission was even more 
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strongly down-regulated than AMPAR-

mediated transmission, as evidenced by 

an increase in AMPAR:NMDAR ratio. The 

reduction in cortico-STN transmission was 

not due to a decrease in the probability of 

transmission because PPR was 

unaffected. Finally, quantal cortico-STN 

transmission ex vivo was also modestly 

but significantly reduced following 

dopamine depletion. Together these data 

suggest that following loss of dopamine, 

the strength of cortico-STN transmission 

was reduced through loss of cortico-STN 

connections, together with weakening of 

the remaining connections. Thus, in the 

absence of dopamine, it's the abnormal 

frequency and pattern of prototypic GPe 

PV neuron activity rather than an increase 

in the strength of cortico-STN 

transmission that underlies the more 

powerful patterning of the STN by cortex. 

Silencing STN activity reduced the activity 

of putative prototypic GPe neurons both 

during SWA and ACT in dopamine-intact 

and dopamine-depleted mice, consistent 

with the view that prototypic GPe PV 

neurons and STN neurons are indeed 

reciprocally connected. In dopamine-

depleted mice STN silencing accentuated 

the inhibition of prototypic GPe PV 

neurons during the active component of 

SWA and during ACT, implying that STN 

excitation is largely overwhelmed by 

inhibitory influences. The loss of 

autonomous GPe activity has been 

proposed to contribute to the relatively 

diminished and phasic activity of 

prototypic GPe neurons following 

dopamine depletion. However, the firing of 

GPe PV neurons is generally phase-offset 

to STN activity during SWA, implying that 

it is driven by another excitatory afferent 

and/or is autonomous in nature. Indeed, a 

more recent study suggested that 

following dopamine depletion autonomous 

activity was disrupted in arkypallidal 

neurons but not in prototypic GPe PV 

neurons. In this study, a more extensive 

sample of GPe PV neuron activity 

revealed that autonomous firing was not 

only maintained, it was in fact significantly 

up-regulated by approximately 20%, 

following the loss of dopamine. This data 

is also consistent with the study of 

Miguelez and colleagues who reported up-

regulated firing in unspecified GPe 

neurons in 6-OHDA treated mice. 

Together, these data demonstrate that in 

parkinsonian mice, the increased inhibition 

of prototypic GPe PV neurons during the 

active component of SWA and during ACT 

does not arise from the loss of 

autonomous activity. Therefore, another 

possibility is that increased striato-pallidal 

inhibition underlies the abnormal activity of 

prototypic GPe PV neurons.  In order to 

test this hypothesis the response of 

putative prototypic GPe PV neurons to 

optogenetic inhibition of D2-SPNs was 

studied. As predicted, the rate and 

regularity of firing of putative prototypic 

GPe neurons during SWA and ACT 

robustly increased following inhibition of 

D2-SPNs. Furthermore, comparison of 

D2-SPN firing in vehicle- and 6-OHDA 

injected mice confirmed that firing was 

profoundly elevated both during the active 

component of SWA and during ACT. 

These data therefore suggest that loss of 

inhibitory D2-like receptor modulation of 

D2-SPNs leads to disinhibited cortical 

patterning of D2-SPNs, which is in turn 

transmitted to prototypic GPe neurons and 

perturbs their firing. These data are 

consistent with studies that showed in 

dopamine-depleted rodents that putative 

striato-pallidal neurons are relatively 

depolarized during SWA and that GPe 

neuron activity that is anti-phasic to (the 

active component of) SWA was reduced 
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by intrastriatal injection of muscimol and 

dopamine receptor antagonism. 

 

Following loss of dopamine, arkypallidal 

GPe neurons can be readily distinguished 

from prototypic GPe PV neurons by their 

activity pattern during SWA, which is in 

phase with cortical and STN activity and 

by their response to ACT, which is a 

robust elevation of firing. It has therefore 

been proposed that their connectivity is 

distinct from prototypic GPe PV neurons. 

Indeed, we found that 1) optogenetic 

inhibition of GPe PV neurons led to an 

increase in the firing of putative 

arkypallidal neurons, consistent with the 

silencing of the local inhibitory 

connections of GPe PV neurons and/or 

synaptic excitation emanating from the 

disinhibited STN; 2) optogenetic inhibition 

of STN neurons led to a marked reduction 

in the firing of putative arkypallidal 

neurons, consistent with the inhibition of 

strong direct excitation from the STN. 

Because STN silencing generally reduced 

the firing of prototypic GPe PV neurons, 

this should have disinhibited arkypallidal 

neurons if local inhibitory inputs were 

dominant over synaptic excitation from the 

STN; 3) optogenetic inhibition of D2 SPNs 

had a relatively minor effect on putative 

arkypallidal neurons that neighbored 

responsive prototypic GPe neurons either 

during SWA or ACT, consistent with the 

conclusion that arkypallidal neurons are 

less strongly inhibited by D2-SPNs than 

prototypic GPe neurons. Together, these 

data suggest that the abnormal firing of 

arkypallidal neurons in experimental PD is 

triggered by D2-SPNs, which inhibit GPe 

PV neurons to a greater extent than 

arkypallidal neurons, leading to 

disinhibited cortical patterning of the STN 

and feed-forward excitation of arkypallidal 

neurons. 

Functional considerations 

Together with other studies, the data 

presented here suggest that parkinsonian 

STN-GPe network activity is due in large 

measure to the hyperactivity of D2-SPNs 

in response to cortical excitation and their 

relatively strong patterning of prototypical 

GPe neurons. As a result, following 

cortical activity feed-forward excitation of 

prototypic GPe neurons by STN neurons 

and feedback inhibition of STN by 

prototypic GPe neurons is replaced by 

stronger D2-SPN-mediated inhibition of 

GPe neurons and therefore disinhibited 

cortical patterning of the STN.  As 

suggested above the anti-phasic activity of 

prototypical GPe neurons and STN 

neurons may amplify the response of STN 

neurons to rhythmic cortical inputs by 

increasing the availability of Cav and Nav 

channels at the onset of cortico-STN 

excitation. In the anesthetized state and 

deep sleep approximately 1 Hz cortical 

SWA is the dominant cortical oscillation, 

which then more effectively patterns the 

dopamine-depleted basal ganglia, 

including the STN-GPe network.  During 

wakefulness, 8-30 Hz rhythmic activity is 

abnormally prevalent and persistent in PD 

and its experimental models. Furthermore, 

this activity pattern is tightly correlated 

with motor dysfunction, particularly in the 

motor territory of the STN. It is therefore 

tempting to speculate a similar shift in the 

balance striatal inhibition and STN 

excitation of prototypic GPe neurons is 

responsible for the abnormally, strongly 

patterned STN-GPe network activity under 

these conditions.  Indeed, blockade of 

STN or GPe glutamate receptors or 

pharmacological silencing of the GPe 

reduces abnormal rhythmic activity, 

suggesting that cortico-STN excitation and 

anti-phasic STN neuron and prototypic 

GPe neuron activity are essential 
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elements of abnormal STN-GPe network 

activity.  

In summary our data reconcile the classic 

direct and indirect pathway model with the 

newer pattern model of basal ganglia 

dysfunction.  Thus hyperactivity of D2-

SPNs not only leads to hypoactivity of 

prototypic GPe neurons and hyperactivity 

of STN neurons, it also promotes cortical 

patterning of the STN. This activity pattern 

is then transmitted the basal ganglia 

output neurons by the antiphasic activity 

of the STN and GPe and to the striatum 

via arkypallidal GPe neurons thus 

compromising not only the output signal of 

the basal ganglia but also information 

processing within the striatum. 
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ABSTRACT  

The external globus pallidus (GPe) is a key GABAergic nucleus in the basal ganglia (BG), a 

neuronal network involved in motor control. GPe neurons hypoactivity is one of the 

electrophysiological signatures of Parkinson’s disease (PD) but its origin remains highly 

debated. According to the direct-indirect pathway BG model, the striato-pallidal indirect 

pathway becomes hyperactive after dopamine depletion which is responsible for the 

abnormally elevated extracellular GABA concentrations in the GPe. These findings support 

the conclusion that GABAergic neurotransmission contributes to GPe hypoactivity but the 

underlying molecular mechanisms are unknown. Here, we have characterized the alterations 

of GABAergic transmission in the GPe in rodent models of PD using in vitro patch-clamp 

recordings in acute brain slices. We discovered the existence of a persistent background 

GABAergic current named 'tonic inhibition' (TI) which is only seen in GPe neurons of 

dopamine-depleted rodents. We have then identified GABAA receptor subunit participating in 

the composition of extra-synaptic GABAA receptors (eGABAAR) of GPe neurons and 

demonstrated that TI is independent of neuronal activity. Finally, we investigated the role of 

GABA transporters. While neuronal GABA transporters (GAT-1) function is unaffected in PD 

animal models, we found a deficit in GABA uptake by astrocytes due to a down-expression of 

GAT-3 transporters leading to aberrant activation of eGABAAR. Finally, we showed that TI 

reduces neuronal excitability of GPe neurons, suggesting that this persistent form of 

GABAergic inhibition contribute to hypoactivity and altered firing pattern of GPe neurons in 

PD. 
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INTRODUCTION 
In the central nervous system, two form of 

GABAergic inhibition coexist to control the 

excitability of neuronal networks (Farrant & 

Nusser, 2005). Fast, phasic synaptic 

transmission precisely regulate action 

potential generation and synchronized 

activity among neurons (Baufreton et al, 

2005a; Baufreton et al, 2009; Cobb et al, 

1995), while a persistent form of inhibition 

(referred to as tonic inhibition) set the global 

level of excitability of neuronal networks 

(Semyanov et al, 2004). 

The external globus pallidus (GPe) is a key 

GABAergic element of the basal ganglia 

(BG), a subcortical network which primary 

function is the control of voluntary 

movements and the major site of pathology 

and dysfunction in Parkinson’s disease (PD). 

The activity of GPe neurons is powerfully 

patterned by extrinsic striatal and intrinsic 

pallidal GABAergic inputs in health and 

diseased states (Kita & Kita, 2011; Miguelez 

et al, 2012; Sims et al, 2008). Electron 

microscopic studies have shown that, in the 

GPe GABAA receptors are clustered at 

GABAergic synapses but are also abundant 

at nonsynaptic locations. (Charara et al. 

2005). Phasic inhibition has been shown to 

act at synaptic GABAA (Gross et al, 2011) 

and GABAB receptors (Kaneda & Kita, 

2005; Kita et al, 2006) in GPe neurons.  

Tonic inhibition has not been observed 

under physiological conditions in this 

nucleus but only when extracellular GABA 

concentrations are artificially elevated by the 

pharmacological blockade of GABA uptake 

systems (Jin et al, 2011b). The GPe is 

composed of several cell types (Hernandez 

et al, 2015; Mastro et al, 2014; Nobrega-

Pereira et al, 2010) which can be divided 

into two main types of projection neurons, 

called arkypallidal and prototypic GPe 

neurons (Abdi et al, 2015; Dodson et al, 

2015; Mallet et al, 2012; Mallet et al, 2008a). 

In experimental Parkinson’s disease (PD), 

prototypic GPe neurons switch from an 

irregular/regular to a bursty mode of 

discharge tightly coupled with cortical activity 

while arkypallidal neurons become 

hypersynchronous in anaesthetized animals 

(Abdi et al, 2015; Mallet et al, 2012). The 

origin of this pathophysiological activity 

remains unclear. According to the classical 

model of the basal ganglia network (Albin et 

al, 1989), indirect pathway spiny projection 

neurons (iSPN) become hyperactive after 

chronic dopamine depletion and thus 

contribute to the aberrant pattern and 

hypoactivity of GPe neurons. While this 

hypothesis is supported by experimental 

data (Mallet et al., 2006; Callahan et al., in 

preparation), it has also been suggested that 

GPe neurons become hypoactive in PD, due 

to the loss of autonomous pacemaking 

(Chan et al, 2011; Hernandez et al, 2015). In 

the present study, we investigated alteration 

of GABAergic transmission in 6 

hydroxydopamine (6-OHDA) rats. We found 

that while basal synaptic transmission was 

unchanged, a tonic current was consistently 

observed in pallidal neurons recorded from 

dopamine-depleted acute brain slices. We 

demonstrated that tonic inhibition is 

mediated by -containing extrasynaptic 

GABAA receptors. Then, we investigated the 

cause of tonic form of inhibition and found 

that glial transporters GAT-3, but not 

neuronal transporters GAT-1, expression 

was down-regulated in 6-OHDA rats. Finally, 

we showed that tonic inhibition can be found 

in prototypic and arkypallidal GPe neurons 

and reduce their excitability. Altogether, 

these data support the conclusion that an 

aberrant persistent form of inhibition 

contribute to the pathophysiological activity 

of GPe in PD. 
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MATERIALS AND METHODS 
Animals 

Experiments were performed in Sprague-

Dawley rats (Charles River, France), 

B6.129-Gabrdtm1Geh/J (δ knock out, δ−/− and 

wildtype δ+/+), PV-Ai9T, Nkx2.1-Ai9T and 

control mice of either sex. Animals were 

housed under a 12:12 light-dark cycle with 

food and water provided ad libitum. 

Experimental protocols were approved by 

the local ethical committee (agreement 

#A5012075) and were conformed to 

European Economic Community 

(86/6091EEC). All efforts were made to 

minimize animal suffering and to reduce the 

number of animals used.  

 

6-hydroxydopamine lesion and 

behavioral assessment.  

Rats (P17–19) were anaesthetized with 

ketamine (75 mg/kg, i.p.) and xylazine (10 

mg/kg, i.p.) and placed in a stereotaxic 

frame. According to established procedures 

(Francardo et al, 2011; Miguelez et al, 

2012), injections of 6-OHDA (dissolved in 

0.02% ascorbic acid) were made into the 

right medial forebrain bundle at a rate of 0.5 

μl/min. For rats, 2 μl of 6-OHDA (4 μg/μl) 

were infused in the following coordinates, 

AP: −2.4 mm, ML: −1.2 mm, DV: −7.4 and 

−7.9 mm (relative to bregma, sagittal suture 

and dural surface). After each injection, the 

needle was left in place for additional 2–4 

min to allow the toxin to diffuse into the 

structure before being slowly retracted. To 

protect noradrenergic neurons, desipramine 

(20 mg/kg, i.p.) was administered 30 

minutes before the infusion of 6-OHDA. Two 

weeks after, forelimb use was measured 

using the cylinder test in order to assess the 

dopaminergic loss induced by the lesion 

(Miguelez et al, 2012). Only animals 

performing < 20% wall contact with the paw 

contralateral to the lesion were further 

processed for electrophysiological 

recordings. 

 

Drugs 

Unless otherwise stated, all drugs were 

purchased in Abcam, prepared in distilled 

water as concentrated stock solutions and 

stored at -20°C. On the day of the 

experiment, drugs were diluted and applied 

through the bath perfusion system. 

Glutamatergic and GABAB synaptic 

transmission was blocked for all 

experiments. GABAB receptors were blocked 

with 1 μm (2S)-3-[[(1S)-1-(3,4-

dichlorophenyl)ethyl]amino-2 

hydroxypropyl](phenylmethyl)phosphinic 

acid (CGP 55845 dissolved in DMSO), 

NMDA receptors with 50 μM D-(–)-2-amino-

5-phosphonopentanoic acid (APV) and 

AMPA/kainate receptors with 20 μM 6,7-

dinitroquinoxaline-2,3-dione (DNQX). For 

reveling GABAAR-mediated tonic inhibition, 

20 μM 4-[6-imino-3-(4-methoxyphenyl) 

pyridazin-1-yl] butanoic acid hydrobromide 

(GABAzine/SR-95531) was applied. For 

blocking GAT-1 and GAT-3 transporters 10 

μM 1,2,5,6-Tetrahydro-1-[2-

[[(diphenylmethylene)amino]oxy]ethyl]-3-

pyridinecarboxylic acid hydrochloride (NNC-

711) and 20 μM 1-[2-[tris(4-

methoxyphenyl)methoxy]ethyl]-(S)-3-

piperidinecarboxylic acid (SNAP 5114, 

dissolved in DMSO, Tocris) were 

respectively used. Specific agonist of 

GABAAR δ subunits, 4,5,6,7-

Tetrahydroisoxazolo[5,4-c]pyridin-3-ol 

hydrochloride (THIP) was also used at 1 μM. 

Finally, for blocking action potential 

dependent GABA release, the Na+ channel 

blocker octahydro-12-(hydroxymethyl)-2-

imino-5,9:7,10a-dimethano-10aH-

[1,3]dioxocino[6,5-d]pyrimidine-4,7,10,11,12-

pentol (TTX) was used at 1 μM. 

 

Electrophysiology 

Slice preparation. Animals were 

anesthetized with ketamine/xylazine and 

perfused transcardially with ice-cold 

modified artificial cerebrospinal fluid (ACSF), 

equilibrated with 95% O2 and 5% CO2, and 

containing (in mM): 230 sucrose, 26 

NaHCO3, 2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 0.5 CaCl2, 

10 MgSO4 and 10 glucose. Brains were 

rapidly removed and sectioned into 350 μm 

thick parasagittal slices with a vibrating 

blade microtome (VT1200S; Leica 
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Microsystems, Germany). Slices containing 

the GP were then left for equilibration for ∼1 

h (at ∼35°C) in ACSF of the following 

composition (in mM): 126 NaCl, 26 NaHCO3, 

2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 2 CaCl2, 2 MgSO4, 

10 glucose, 1 sodium pyruvate and 4.9 L-

gluthathione reduced (gassed with 95% O2–

5% CO2).  

Whole-cell voltage-clamp and perforated-

patch current-clamp recordings. Single 

slices were transferred to a recording 

chamber, perfused continuously with 

oxygenated ACSF at 32-34°C, and 

visualized using infrared gradient contrast 

video microscopy (Eclipse workstation, 

Nikon) and a 60X water-immersion objective 

(Fluor 60X/1.00 W, Nikon). Recordings from 

individual GPe neurons were made using 

pipettes (impedance, 3–6MΩ) prepared from 

borosilicate glass capillaries (G150–4; 

Warner Instruments, Hamden, CT, USA) 

with a micropipette puller (P-97; Sutter 

Instruments, Novato, CA, USA). For whole-

cell voltage-clamp recordings, pipettes were 

filled with (in mM): 135 CsCl, 3.6 NaCl, 1 

MgCl2.6H2O, 10 Hepes, 5 QX-314, 0.1 

Na4EGTA, 0.4 Na3GTP, 2 Mg1.5ATP and 5.4 

biocytine. Perforated-patch current-clamp 

recordings were performed using (in mM): 

110 KMeSO4, 25 KCl, 1 MgCl2.6H2O, 0.1 

CaCl2, 10 Hepes, 1.1 Na4EGTA, 0.4 

Na2GTP and 2 Mg1.5ATP, and the pipette 

tip was back-filled with the same pipette 

solution containing Gramicidin D (∼15 μg/ml, 

Sigma-Aldrich, France). The pH and 

osmolarity of the pipette solutions were pH 

7.2 and 290 mOsm, respectively. 

Recordings were obtained using a 

Multiclamp 700B amplifier and Digidata 

1320A digitizer controlled by Clampex 9.0 

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

Signals were low-pass filtered at 4 kHz and 

sampled at 20 kHz. Whole-cell voltage 

clamp recordings with CsCl-filled electrodes 

and perforated-patch current clamp 

recordings with KMeSO4-filled electrodes 

were corrected for a junction potential of 4 

mV and 5 mV, respectively. Spontaneous 

GABAAR-mediated inhibitory postsynaptic 

currents (IPSCs) were recorded at a holding 

potential of −60 mV (after junction potential 

correction). In voltage clamp experiments, 

series resistance was monitored by a step of 

−5mV at the end of each recording. Data 

were discarded when the series resistance 

increased by >20%. All experiments were 

made in the presence of selective blockers 

of GABAB, NMDA and AMPA/kainate 

receptors. For revealing tonic inhibition 

GABAzine 20 μM was perfused on the bath. 

Once GABAzine was applied, the slice was 

not further used. After electrophysiological 

recordings, slices were fixed overnight in a 

solution of paraformaldehyde at 4% and 

maintained in PBS-azide at 0.3% at (4°C) 

until immunohistochemical processing. 

 

Immunohistochemistry 

Tyrosine hydroxylase immunostaining. After 

inactivation of endogenous peroxydases 

(3% H2O2 in PBS for 30 min), sections were 

incubated for 60 min in 1% bovine serum 

albumin (BSA) in PBS containing 0.3% 

Triton X-100. Thereafter, slices were 

incubated in primary antibody (1:10000 

monoclonal anti-TH; MAB318, Millipore 

Bioscience Research Reagents) overnight. 

Subsequently, the sections were treated with 

the secondary antibody (1:1000 biotinylated 

horse anti-mouse IgG; Vector Laboratories) 

for 90 min. Both immunoreagents were 

diluted in PBS containing 1% BSA and 0.3% 

Triton X-100. Finally, sections were 

incubated in avidin-biotin peroxidase 

complex (1:500; Vector Laboratories) for 60 

min and immunoreactivity was revealed 

using AMEC (Vector Laboratories). Sections 

were rinsed, mounted on gelatin-coated 

slides, and coverslipped in VectaMount 

(Vector Laboratories). The entire procedure 

was performed at room temperature under 

gentle agitation. 

Tyrosine-hydroxylase optical density. At 

least three sections from each hemisphere 

containing the striatum were scanned and 

further processed. Mean optical density was 

analyzed using the Mercator image analysis 

system (Explora Nova, La Rochelle, France) 

and values were corrected for background 

staining. TH optical density levels were 
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expressed as the mean percentage of the 

values from the intact side. Animals with 

unilateral 6-OHDA infusions included in the 

study showed >70 % reduction in TH-fiber 

density in the striatum.  

Molecular characterization of GPe neurons. 

In mice with diverse GPe neuron labeling, 

recorded cells were identified by biocytine 

revelation. Sections were rinsed and 

incubated in PBS-triton 0,3% containing 1% 

w/v BSA for 30 min. Thereafter, slices were 

treated with AlexaFluor-488-conjugated 

streptavidin for 120 min (1:500 dilution; 

Invitrogen). After rinsing, the sections were 

mounted and coverslipped in VectaShield 

(Vector Laboratories) and imaged on a 

confocal fluorescence microscope (TCS 

SP8; Leica Microsystems) equipped of a 

white light laser 2 with freely tunable 

excitation from 470 to 670 nm. 

 

GABA uptake experiments 

Punches of GPe were obtained from acute 

brain slices of control and 6-OHDA rats, 

respectively. Assays were performed in a 

non-supplemented low-glucose DMEM. GPe 

punches were incubated with ADA for 15 

min before the addition of the test drugs; test 

drugs were added and incubation continued 

for an additional 20 min. GABA uptake was 

initiated by the addition of 30 μm [3H]GABA 

(except otherwise specified). The transport 

was stopped after 40 s with 2 ml of ice-cold 

PBS. The amount of [3H]GABA taken up by 

GPe neurons was quantified by liquid 

scintillation counting. The GAT-1-mediated 

transport wa calculated through the 

subtraction of the amount of GABA taken up 

in the presence of the specific blocker of 

GAT-1, NNC-711 (30 μm) to the total 

transport. 

 

Western Immunoblotting 

Patches of GPe were dissected from 500 μm 

thick parasagittal slices. After, the sample 

was homogenized in RIPA buffer (Sigma) 

with a cocktail of protease and phosphatase 

inhibitors (Pierce) and centrifuged at 14.000 

rpm, at 4°C, for 15 min. The resulting 

supernatants were collected and the 

proteins are reduced with a buffer containing 

12% beta-mercaptoethanol until 

quantification of the whole protein by the 

BCA method (Pierce). Samples containing 

20 µg of proteins were heated to 100°C for 5 

min and electrophoresis was performed onto 

a 10% polyacrylamide gel. Proteins were 

blotted on polyvinylidene fluoride 

membranes (Immobilon P; Millipore, Paris, 

France) in Miniprotean III (Biorad, Paris, 

France). Membranes were first blocked in 

PBS-Tween (0.1% Tween 20) containing 5% 

BSA for 90 min and later incubated 

overnight with the primary monoclonal 

antibody anti-GAT-3 1:500 (Millipore) and 

anti-Actin 1:10000 (Sigma), diluted in PBS-

Tween 0.1%-1% BSA. Membranes were 

then incubated for 60 min at room 

temperature with the secondary anti-mouse 

(Jackson ImmunoResearch, West Grove, 

PA) horseradish peroxidase-coupled 

antibody (1:5000 in PBS-Tween 0.1%) and 

supplemented with 5% milk. The western 

Blots were reveled with the chemidoc 

system (Bio-Rad) 

 

Data analysis and statistics 

Data are presented as the median and 

interquartile range unless otherwise stated. 

Box plots (central line: median; box: 25%–

75%; central square: mean; whiskers: 10%–

90%) are used to illustrate sample 

distributions. For statistical comparisons, the 

nonparametric Wilcoxon signed-rank test 

and Mann-Whitney U test were used for 

paired and unpaired comparisons, 

respectively. 
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RESULTS 
GABAergic inhibition is altered in GPe 

neurons after chronic dopamine 

depletion. 

The rate and pattern of GPe neurons is 

tightly control by internal and external 

GABAergic synaptic inputs. In order to test if 

dopamine depletion affected spontaneous 

GABAergic synaptic transmission, we 

recorded GPe neurons in voltage-clamp 

mode from acute brain slices of aged 

matched control (AMC) and dopamine 

depleted animals (6-OHDA). While the 

frequency and the amplitude of spontaneous 

inhibitory post-synaptic currents (IPSCs) 

were not affected by dopamine deprivation 

(Fig. 1A-F) as previously reported (Miguelez 

et al, 2012), the discovered that blocking 

GABAA receptors with 20µM of the selective 

GABAA competitive antagonist SR95531 

(GABAzine) induced a shift in holding 

current attributable to tonically activated 

GABAA receptors only in GPe recorded from 

dopamine depleted slices (AMC; I = 0; 0-5 

pA, n=22; 6-OHDA; I = 15.5; 7-20 pA, n=8; 

P=0.001, MW-U test; Fig. 1A-B, G). This 

form of inhibition classically called tonic 

inhibition has only been observed previously 

in GPe neurons of control rats when GABA 

transporters were blocked by selective 

antagonists (Jin et al, 2011b). Thus, our 

results suggest that GABAergic transmission 

is altered in the GPe following chronic loss 

of dopamine. 

 

 

 

Figure 1: Tonic GABA inhibition is 
observed in GP neurons only in 
experimental Parkinsonism 
A-B: Representative voltage-clamp 
recording showing the effect of 
GABAzine on the holding current of a 
GP neuron under control (A) and 
6OHDA conditions (B). 
Superimposed grey dots represent 
the same traces but downsampled at 
2Hz. C-D: Population cumulative 
amplitude and frequency distributions 
of spontaneous IPSCs in control 
(black lines) and 6-OHDA (red lines) 
conditions. E-F: Box plots of 
spontaneous IPS amplitude and 
frequency in control and DA-depleted 
conditions. G: Box plots showing a 
significant difference in the 
magnitude of the tonic current in 
control and DA-depleted conditions. 
The dash red lines represent the 
median holding current in absence 

and presence of GABAzine. I is the 
difference between the holding 
current in control (APV 50µM, DNQX 
20µM and CGP55845 1µM) and in 
GABAzine (20µM) conditions. 
* p<0.05; Mann-Whitney U test. 
 

 Several reports in the literature support the 

conclusion that indirect pathway medium 

spiny striatal neurons (D2-SPN) are 

hyperactive in PD and this GABAergic input 

to the GPe is responsible for the aberrant 

rate and pattern of activity of GPe neurons 

(Abdi et al, 2015; Kita & Kita, 2011). In order 

to test if putatively hyperactive striato-pallidal 

synapses could be responsible of the tonic 

current observed in dopamine depleted 

slices, we recorded synaptic GABAergic 

transmission in presence of 0.5µM 

tetrodotoxin in the perifusion solution. 

Miniature IPSC (mIPSCs) amplitude and 
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frequency distributions and means were not 

statistically different between control and 

dopamine depleted slices (Fig. 2A-F). While 

action potential independent synaptic 

transmission remained similar, a significant 

tonic current was recorded in presence of 

TTX in dopamine depleted slices when 

GABAzine was bath-applied to block 

GABAA receptors while no current was 

detectable in slices obtained from AMC rats 

(Fig. 2A-B, G; AMC; I=0; 0-0 pA, n=8; 6-

OHDA; I=21; 20-30 pA, n=6; P=0.01, MW-

U test). Thus this result supports the 

conclusion that tonic inhibition in slices 

obtained from 6-OHDA animals is 

independent of action potential-dependent 

synaptic release of GABA and therefore 

relies upon local synaptic alterations rather 

than excessive network activity. 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figure 2: GABA-mediated tonic 
current is independent of neuronal 
activity 
A-B: Typical examples sampled at 
2Hz showing the effect of GABAzine 
on the holding current of GPe 
neurons recorded in presence of 
tetrodotoxin (TTX, 1µM) either under 
physiological condition (Control) or in 
brain slices obtained from DA-
depleted animals (6-OHDA). C: Box 
plots showing the presence of a tonic 
current only in DA-depleted condition. 
*p<0.05; Mann-Whitney U test 

 

Tonic GABA inhibition is mediated by 

extrasynaptic delta-subunit containing 

GABAA receptors. 

In the central nervous system, tonic 

inhibition is mediated by GABAA receptors 

composed of specific subunits, such as , 

4, 5 or 6, which confer to these 

receptors a high affinity for GABA, slow 

desensitization and fast deactivation kinetics 

(Bianchi et al, 2001; Haas & Macdonald, 

1999). In the GPe, , 4 and 5 has been 

detected at the protein level (Kultas-Ilinsky 

et al, 1998; Pirker et al, 2000; Schwarzer et 

al, 2001; Waldvogel & Faull, 2015). As  and 

4 are often associated in extrasynaptic 

GABAA, we investigated the presence of  in 

GPe using the -selective superagonist 

THIP in wild-type mice (+/+) and  subunit 

knock-out mice (-/-). THIP was applied at a 

concentration of 1µM which been reported to 

selectively activate -containing GABAA 

receptors (Drasbek et al, 2007; Meera et al, 

2011) and GABAzine was used to measure 

the magnitude of the tonic current. In GPe 

neurons recorded from +/+ slices, the THIP-

induced current was 16.5; 12-28 pA (Fig. 
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3A, C, n=10), while no detectable current 

(0.6; -4.9-13 pA; Fig. 3B,C, n=7; p=0.021) 

were elicited by THIP in GPe neurons 

recorded from -/- slices, suggesting that  

subunit enter in the composition of 

extrasynaptic GABAA receptors in GPe 

neurons. We also analyzed the kinetic 

parameters of spontaneous IPSCs in 

absence and presence of THIP in the bath 

solution, both in 
+/+ and 

-/- slices 

(supplementary figure 1A-C), and did not 

found any differences, suggesting that  

subunit is only present in extrasynaptic 

GABAA receptors in GPe neurons. Then, we 

wanted to test if -containing GABAA 

receptors are the only extrasynaptic GABAA 

receptors responsible for tonic inhibition in 

GPe neurons. Consistent with earlier 

findings (Jin et al, 2011b), blockade of GAT-

1 transporters produced an elevation of 

extracellular GABA concentrations and 

elicited tonic currents in GPe neurons. We 

found that inhibiting GABA uptake with 

10µM NNC711, a selective antagonist of 

GAT-1, was able to promote a tonic current 

in slices obtained from +/+ but not from -/- 

mice (+/+: I = 17; 8-42 pA, n=6; -/- : I = 

1.5; 0-8 pA, n=10; P=0.02, MW-U test) 

suggesting that tonic inhibition in GPe 

neurons is entirely supported by -containing 

GABAA receptors (Fig. 3D-F). 

 
Figure 3: Pallidal tonic inhibition is mediated by -containing extrasynaptic GABAA receptors 
which are activated by elevated levels of extracellular GABA 

A-B: Example of the effect of 1µM THIP (a positive allosteric modulator of -containing GABAAR) on 

the holding current of GPe neurons recorded from wild-type mice (
+/+

) and knock-out mice for the 

GABAAR  subunit (
-/-

). C: Box plots showing the absence of effect of THIP in 
-/-

 mice. D-E: Example 
of the effect of GABAzine (20µM) on the holding current of GPe neurons recorded in presence a 

NNC711 (10µM), a selective antagonist of GAT-1, in slices obtained from wild-type mice (
+/+

) and 

knock-out mice for the GABAAR  subunit (
-/-

). F: Box plots showing the absence of effect of 

extracellular elevated level of GABA on the holding current of GPe neurons recorded from 
-/-

 mice. G-
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H: Examples of the effect of 1µM THIP on the holding current of GPe neurons recorded from control 
and DA-depleted rat slices (6-OHDA). F: Box plots indicating that THIP causes a tonic current of 
similar magnitude in control and 6-OHDA conditions suggesting that tonic inhibition is not due to an 

upregulation of -containing GABAARs.  
 

Dopamine depletion can alter GABAA 

receptor level of expression. To test if  

subunit is overexpressed in the GPe after 6-

OHDA-induced destruction of midbrain 

dopaminergic neurons, we measured the 

magnitude of the THIP-induced currents in 

AMC and 6-OHDA animals. No differences 

in the magnitude of THIP-induced currents 

were found between the two groups (Fig. 

3G-I; AMC: I=27.5; 15-37 pA, n=6; 6-

OHDA: I=20; 13-41 pA, n=6; p=0.809, MW-

U test) suggesting that pallidal tonic 

inhibition is not due to -containing GABAA 

receptors overexpression in 6-OHDA-treated 

rats.  

Finally, we tested the contribution of GABAA 

5 subunit in pallidal tonic inhibition using 

the 5 inverse agonist L655,708. Perifusion 

of 1µM of L655,708 did not modify the 

holding current in 6-OHDA slices, 

suggesting that 5 subunit do not contribute 

to tonic inhibition under dopamine-depleted 

conditions in GPe neurons (Fig. 4A-C). 

Furthermore, the magnitude of tonic current 

was also similar after application of 

GABAzine after L655,708 compared to 

GABAzine alone in 6-OHDA-treated slices. 

Altogether, these results suggested that 

tonic inhibition in GPe is mediated by -

containing extrasynaptic GABAA receptors 

but do not rely on an overexpression of 

these receptors in pathological conditions. 

 

Figure 4: Pallidal tonic inhibition is not mediated by 5-containing extrasynaptic GABAA 
receptors 

A: Representative traces showing that L655,708, an inverse agonist of 5-containing GABAA does not 
modify the holding current of GPe neurons, while the addition of GABAzine induce a shift of holding 
current in dopamine-depleted slices. B: Box plots summary of the population data. C: Normalized 
averaged IPSC recorded under control and in presence of L655,708. D-E: Box plots showing the 
absence of modification of IPSC kinetic parameters in presence of L655,708. 
 

Reduced expression of glial GAT-3 

transporters is responsible of aberrant 

tonic GABA inhibition. 

Activation of extrasynaptic GABAA receptors 

is tightly regulated by both neuronal and glial 

transporters, GAT-1 and GAT-3 respectively. 

We first investigated GAT-1 function in 
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control and dopamine-depleted conditions. 

In AMC rat slices, blockade if GAT-1 by 

10µM NNC711 generated a tonic current 

compared to control slices (Fig. 5A-C; 

Control; I = 0; 0-5 pA, n=22; NNC711; I = 

18; 3-39 pA, n = 23; p<0.001; MW-U test), 

which is consistent with the results obtained 

in wild-type mice (Fig. 3D-F). In dopamine-

depleted slices, NNC711 produced a 

significantly greater current compared to the 

application of GABAzine alone (Fig. 5D-F; 6-

OHDA; I= 15.5; 7-20 pA, n = 8; 6-

OHDA+NNC711; I = 36; 22-60 pA, n = 11; 

p = 0.023; MW-U test) suggesting that the 

blockade of these neuronal transporters can 

exacerbate the tonic current observed in 6-

OHDA treated rats. Nevertheless, the 

amount of tonic current mediated by the 

inhibition of GAT-1 between control and 

dopamine-depleted conditions, by 

subtracting the current obtained in presence 

of NNC711 + GABAzine by the one obtained 

by GABAzine alone, was of similar 

magnitude between control and dopamine-

depleted conditions, suggesting that GAT-1 

transport is not altered in 6-OHDA treated 

rats. GAT-1 blockade did not affect 

spontaneous IPSCs kinetics (supplemental 

figure 2), suggesting that under basal 

synaptic transmission, GAT-1 contributes 

little on the regulation of synaptic GABAA 

receptor function in GPe. In addition, GABA 

uptake experiments performed from 

punches of GPe revealed that GAT-1 

transporters have a tendency to more 

efficiently uptake GABA in 6-OHDA 

conditions (Fig. 5G). This better efficiency is 

attributable to a greater maximal speed 

(Vmax) of GABA uptake (Control; Vmax = 

1.665x10E6 CPM/mg, n = 3; 6-OHDA; Vmax 

= 3.95x10E6 CPM/mg, n = 4; p=0.057). 

 

Figure 5: Tonic inhibition does not result from a dysfunction of GAT-1-mediated GABA uptake 
A: Example of the effect of GABAzine of the holding current of a GP neuron when GABA transporters 
are working. B: Same as A but in presence of 10µM of NNC711 a specific blocker of the GABA 
transporter GAT-1. C-D: Same as A-B in DA-depleted slices. E-F: Population data showing the effects 
of GABA transporters blockade by 10µM NNC 711. G: Saturation analysis of GAT-1-mediated GABA 
transport in punches of GP obtained from acute brain slices. H: Graphs depicting the averaged Km and 
Vmax values in control and DA-depleted conditions. 
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GAT-3 transporters also participate to active 

removal of GABA from GABAergic 

synapses. In control slices, GAT-3 

contribution in limiting extrasynaptic GABAA 

receptors was shown by blocking their 

activity by the selective antagonist 

SNAP5114 (20 µM) which revealed a tonic 

current in GPe neurons in agreement with a 

recent report (Jin et al, 2011b). This tonic 

current was significantly greater than in 

control conditions (Fig. 6A-C; Control; I= 0; 

0-5 pA, n=22; SNAP 5114; I= 16; 3-27 pA, 

n=20; p<0.001; MW-U test). In contrast the 

same pharmacological treatment failed to 

increase tonic current in GPe neurons 

recorded from 6-OHDA treated animals (Fig. 

6D-F; 6-OHDA; I = 15.5; 7-20 pA, n = 8; 6-

OHDA+SNAP5114; I = 12.8; 11.6-20 pA, 

n=7; p=0.816; MW-U test) suggesting that 

GAT-3 function was unpaired by chronic 

dopamine depletion. Like for GAT-1, GAT-3 

blockade did not affect spontaneous IPSCs 

kinetics (supplemental figure 2), 

suggesting that under basal synaptic 

transmission, GAT-3 contributes also little on 

the regulation of synaptic GABAA receptor 

function in GPe. Western blot experiments 

revealed that GAT-3 expression was 

significantly reduced by approximately 30% 

in GPe punches obtained from 6-OHDA 

animals compared to AMC (Fig. 6G-H; 

AMC; GAT-3/Actin= 1.02, n = 11; 6-OHDA; 

GAT-3/Actin = 0.70, n = 7; p=0.028; MW-U 

test). These results support the conclusion 

that tonic inhibition is due to a 

downexpression of GAT-3, presumably 

located on astrocytes, in the GPe of 

dopamine-depleted rodents. 

 

Figure 6: Pallidal tonic inhibition results from a reduced expression of GAT-3 in DA-depleted 
rats 
A-B: Representative examples of tonic inhibition recorded in presence of 20 µM GABAzine (A) and 20 
µM SNAP 5114, a selective blocker of the GABA transporter GAT-3 (B). C: Population graph showing 
that the blockade of GAT-3 (green) and GAT-3 and GAT-1 increase significantly the magnitude of 
tonic inhibition in control animals. D-E: Same as A-B in DA-depleted slices. F: Same as C in DA-
depleted slices. Note that the blockade of GAT-3 and GAT-3 + GAT-1 does not significantly increase 
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the tonic inhibition in 6-OHDA conditions. G-H: Western blot showing the significant reduction in GAT-
3 expression in DA-depleted conditions. 

 

Tonic GABA inhibition reduce GPe 

neurons excitability 

Several recent reports have shown that the 

GPe is populated from two main neuronal 

subtypes called prototypic and arkypallidal 

GPe neurons (Abdi et al, 2015; Dodson et 

al, 2015). We used PV::Ai9tomato and 

Nkx2.1::Ai9tomato mice to selectively record 

prototypic (Nkx2.1- and PV-expressing) and 

arkypallidal (FoxP2-expressing) GPe 

neurons and test in tonic inhibition was 

present in all these cell types. We artificially 

augmented extracellular GABA 

concentration by blocking GAT-1 

transporters and tested the effect of 

saturating concentration of GABAzine on the 

holding current of prototypic PV-expressing 

and Nkx2.1-expressing GPe neurons (Fig. 

7A,B). In these two subtypes of prototypic 

GPe neurons, a tonic current was detected. 

We performed the same experiment on 

arkypallidal neurons and also found tonic 

inhibition in these neurons (Fig. 7C) 

suggesting that all GPe neurons express 

extrasynaptic receptors. These data fit with 

our recordings in rats in which tonic 

inhibition was observed in every recorded 

GPe neurons when uptake systems were 

blocked pharmacologically (Fig. 4 and 5). 

Finally, we wanted to address the impact of 

tonic inhibition of the excitability of GPe 

neurons in dopamine-depleted conditions. In 

order to selectively test the net effect of tonic 

inhibition we used low concentration of 

GABAzine (400nM) previously reported to 

block low affinity synaptic GABAA receptors 

(Stell et al., 2003) without affecting 

extrasynaptic high affinity GABAA receptors. 

Indeed, 400 nM significantly reduced 

GABAergic IPSCs amplitude (Fig. 8A,B ; 

Control, IPSC amplitude = 68.17; 55.8-73.4 

pA, n=6; 400nM GABAzine, IPSC amplitude 

(Fig. 8A,B ; Control, IPSC amplitude = 

68.17; 55.8-73.4 pA, n=6; 400nM GABAzine,  

 

Figure 7: Tonic inhibition is present in 
prototypic and arkypallidal GPe neurons 
when GAT-1 is blocked 
A, left: Confocal images showing a recorded 
GPe neuron filled with biocytin (BC) expressing 
PV (dTom) but not FoxP2. A, right: 
Representative electrophysiological recording 
showing the presence of a tonic current when 
extracellular GABA concentration are elevated 
by the blockade of GAT-1. B-C: Same as A, but 
for a GPe neuron expressing Nkx2.1 and FoxP2, 
respectively. D: Box plots showing the presence 
of a tonic current in all population of GPe 
neurons.  

IPSC amplitude = 33.64; 27.5-36.89 pA, 

n=6; p=0.031; WSR test) and frequency 

(Fig. 8A,B ; Control, IPSC frequency = 

30.39; 28-38.43 Hz, n=6; 400nM GABAzine, 
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IPSC frequency = 14.75; 9.9-24.95 Hz, n=6; 

p=0.031; WSR test). GPe neurons were 

recorded in perforated-patch current-clamp 

in presence of low GABAzine concentration 

in the bath and subsequently in presence of 

saturating concentration of GABAzine 

(20µM) in order to determine the effect of 

tonic inhibition of GPe neuron excitability in 

dopamine-depleted slices. Incremental 

current step were injected under both 

conditions and frequency-current (f-I) curves 

were built showing a significant increase in 

the firing rate of GPe at depolarized 

potentials when tonic inhibition was blocked 

by saturating concentrations of GABAzine 

(Fig. 8C-F). As in gramicidin-based 

perforated recordings, chloride homeostasis 

is preserved, these data indicate that tonic 

inhibition is inhibitory in GPe neurons and 

participate to the reduction of their activity 

observed in idiopathic PD. 

 

Figure 8: Tonic inhibition reduces GPe neuron excitability 
A: Voltage-clamp recordings of spontaneous IPSC recorded in control and in presence of 400nM of 
GABAzine. B: Box plots depicting the significant reduction of frequency and amplitude in presence of 
400 nM of GABAzine. C-D: Perforated-patch current-clamp recording of a GPe neuron in presence of 
400nM and 20µM of GABAzine. E: f/I curves showing an increase in driven activity of GPe neurons 
induced by high concentration of GABAzine. F: Graph showing the change of firing rate induced by 
GABAzine 20µM  
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DISCUSSION 
Using a combination of electrophysiological 

and biochemical approaches we 

demonstrated the presence of a tonic form 

of GABAergic inhibition in GPe following 

chronic dopamine-depletion. Our data show 

that this tonic inhibition is independent of 

neuronal activity and thus unrelated to 

indirect striato-pallidal pathway hyperactivity 

but relies upon GABA uptake deficit due to 

GAT-3 protein reduced expression which 

leads to abnormally elevated extracellular 

GABA concentration in the GPe. 

Furthermore, we showed that this aberrant 

tonic inhibition reduces GPe neuron 

excitability and thus may contribute to 

pathophysiological hypoactivity and 

abnormal pattern of activity of the 

reciprocally connected GPe-STN network in 

PD. 

 

Nature of extrasynaptic GABAA receptors 

involved in tonic inhibition in GPe 

neurons 

In the CNS, tonic inhibition is mediated by 

extrasynaptic GABAA receptors composed of 

particular subunit conferring high affinity for 

GABA and slow deactivation and 

desensitization kinetics. These receptors 

most often contain 4, 5, 6 or δ GABAA 

subunits. In the GPe, 4, 5, and δ have 

been detected at the protein level (Kultas-

Ilinsky et al, 1998; Pirker et al, 2000; 

Schwarzer et al, 2001; Waldvogel & Faull, 

2015). We have combined pharmacological 

experiments with δ-knock-out mice (δ-/-) to 

test for the involvement of this subunit in 

GPe neuron extrasynaptic receptors. The 

hypnotic drug THIP has been shown to be 

selective of δ-containing GABAA receptor at 

the micromolar concentration (Meera et al, 

2011). At this concentration, THIP induced a 

tonic current in wild-type but not in δ-/- mice, 

suggesting that in the GPe this drug is also 

selective of δ-containing GABAA receptors. 

Our results suggest that -containing 

GABAA receptors are present in dopamine-

intact animals, but are not activated under  

basal conditions when the GABA 

transporters are functional. Furthermore, no 

tonic currents are detectable in δ-/- mice 

suggesting that the presence of this subunit 

is mandatory to have functional 

extrasynaptic GABAA receptors in GPe 

neurons. Change of expression of δ subunit 

has been observed both under physiological 

and pathological conditions (Maguire et al, 

2005; Peng et al, 2004). In the GPe, the δ-

preferred agonist THIP induced tonic 

currents of similar magnitude both in DA-

intact and DA-depleted animals, which 

discard the hypothesis of an increased 

expression of δ subunit following chronic 

dopamine depletion. We also tested the 

contribution of 5 which significantly 

contribute to tonic inhibition in the striatum 

(Ade et al, 2008), the cortex (Clarkson et al, 

2010) and the hippocampus (Bai et al, 2001; 

Caraiscos et al, 2004; Scimemi et al, 2005). 

In contrast with these brain areas, the 

inverse agonist L655,708 fail to reduce the 

holding current in GPe neurons of 6-OHDA 

rats which exclude a de novo expression of 

this subunit in the GPe following dopamine 

depletion.  

We have not addressed in this study the 

nature of the other subunits participating to 

the formation of extrasynaptic GABAA 

receptors in the GPe. While 4 is 

considered as a natural partner of δ in the 

striatum and the thalamus (Pirker et al, 

2000; Sur et al, 1999), native 1/δ subunit-

containing GABAA receptors have been 

described in hippocampal interneurons 

(Glykys et al, 2007). It is possible that in the 

GPe 4 or/and 1 co-assemble with δ to 

form functional extrasynaptic GABAA 

receptor. Our analyses of spontaneous IPSC 

kinetics between wild-type and δ-/- mice and 

with or without THIP suggest that δ subunit 

do not participate to synaptic GABAA 

receptors in the GPe, which is in agreement 

with the peri- and extrasynaptic location of 

this subunit in other brain regions (Wei et al, 

2003). 
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Origins of abnormal tonic inhibition in 

GPe neurons following the loss of 

dopamine 

Indeed, It has been shown that striato-

pallidal synapses morphology is altered and 

that extracellular GABA concentrations are 

elevated following dopamine depletion 

(Galeffi et al, 2003; Ingham et al, 1997; Ochi 

et al, 2000). The source of these elevated 

GABA concentrations in GPe under 

pathological conditions remains uncertain: it 

could be overspill of vesicular release, deficit 

of GABA uptake, reverse transport of GABA 

or GABA release by glial cells. According to 

the classical direct-indirect basal ganglia 

model (Albin et al, 1989) but also to 

experimental data (Callahan et al, In 

preparation; Kita & Kita, 2011; Mallet et al, 

2006) the indirect striato-pallidal pathway 

becomes hyperactive following dopamine 

deprivation which contribute to abnormal 

synchronous activity of GPe neurons. This 

hyperactivity could result in excessive 

release and spillover of GABA from striato-

pallidal synapses which reach and activate 

extrasynaptic GABAA receptors. To test this 

hypothesis we have performed recordings in 

presence of TTX which abolishes activity-

dependent synaptic release and thus 

significantly reduces vesicular release and 

synaptic transmission. Under this reduced 

neuronal GABA release condition, tonic 

inhibition was still present in GPe neurons of 

DA-depleted slices. This result is in contrast 

with what has been found in the thalamus, 

hippocampus or striatum, where tonic 

inhibitory current are mediated by GABA 

released from synaptic vesicles 

responsible for activating phasic 

inhibition (Ade et al, 2008; Bright & Brickley, 

2008; Glykys & Mody, 2007). This finding 

strongly suggests that pallidal tonic inhibition 

is independent of indirect-pathway MSN 

neuron hyperactivity and involves 

modifications at the level of pallidal 

GABAergic synapses. 

Reverse transport by GAT-3 has been 

shown to contribute for tonic inhibition in the 

striatum (Wojtowicz et al, 2013). In the 

present study it is unlikely that reverse 

transport is the mechanism involved in 

pallidal tonic inhibition as blocking GAT-1 or 

GAT-3 activity with selective 

pharmacological agents increases tonic 

inhibition under normal conditions. 

Furthermore, while GAT-1 inhibition 

augmented tonic current magnitude, 

blockade of GAT-3 did not affect the amount 

of tonic current in 6-OHDA rat. In the GPe 

GAT-1 is found mainly on small 

unmyelinated axons and in a much lesser 

extent on glia, while GAT-3 is almost 

exclusively expressed in glial cells 

processes which are closely apposed to 

putative GABAergic terminal forming 

symmetric synapses on GPe neurons 

(Galvan et al, 2010; Jin et al, 2011b). This 

differential distribution of GAT-1 and GAT-3 

in the GPe suggest that each transporter 

play a specific role in GABA uptake in this 

nucleus. Furthermore, our results suggest 

that neuronal (GAT-1-mediated) GABA 

uptake function remains normal while glial 

(GAT-3-mediated) GABA uptake is 

selectively reduced after chronic dopamine 

depletion. Our western blot experiments 

provide evidences that compromised 

function of GAT-3 is due to a decreased 

protein level in the GPe. Activity-dependent 

regulation of GAT levels have been shown in 

the central nervous system. 

Pharmacological blockade or reduction of 

GAT-3 levels in hippocampal astrocytes 

results in increased extracellular GABA 

concentrations and increased tonic GABAA-

mediated currents in hippocampal 

interneurons and dentate granule cells 

(Kersante et al, 2013; Shigetomi et al, 2012). 

Reductions of GAT uptake have been 

reported in the thalamus in absence 

epilepsy rodent models (Cope et al, 2009) or 

in the cortex after a stroke (Clarkson et al, 

2010) either in reason of a reduced 

expression of both GAT-1 and GAT-3 

(Clarkson et al, 2010) or due to a loss of 

function of GAT-1 (Cope et al, 2009; 

Pirttimaki et al, 2013). Dopamine depletion is 

accompanied by a dramatic increase in 

astrocyte number and volume supporting an 
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astrogliosis in the GPe (Charron et al, 2014). 

Thus, it is possible that changes in the 

morphology of reactive astrocytes also 

contribute to the deficit of uptake by GAT-3 

through a remodeling of glial coverage and 

the retraction from GABAergic terminals of 

fine glial processes.  

 

Functional considerations 

Here, we report a GABAergic tonic inhibition 

in the GPe observed only under dopamine-

depleted condition. While alterations of this 

persistent form of inhibition have been 

described as contributing to several 

pathologies such as stroke, absence 

epilepsies and Alzheimer ‘s disease 

(Clarkson et al, 2010; Cope et al, 2009; Wu 

et al, 2014), this is the first time to our 

knowledge that tonic inhibition is associated 

with PD pathophysiology. Tonic inhibition is 

observed in every GPe neuronal populations 

suggesting that the operation of this nucleus 

is affected in its globality by this excess of 

inhibition. As in other part of the brain, tonic 

inhibition reduces GPe neuron excitability 

which can render GPe neurons more 

sensitive to pathological rhythmic 

glutamatergic inputs from the STN, and 

favor abnormal beta-band (10-35Hz) 

rhythmic activity observed in experimental 

and idiopathic PD (Mallet et al, 2008a; Mallet 

et al, 2008b; Sharott et al, 2005).  

In summary our data show that GABAergic 

transmission is altered in the dopamine-

depleted GPe, which lead to the 

development of a persistent form of 

inhibition reducing GPe neuron excitability. 

This finding indicates that the hypoactivity 

and aberrant firing pattern of GPe neurons 

are not only due to hyperactivity of indirect 

striato-pallidal pathway, as predicted by the 

classic direct-indirect model of the BG, but 

also to an alteration of glial function and 

clearance of GABA. 
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SUPPLEMETAL DATA 

 

 

 

 

 

Supplemental Figure 1: -containing GABAAR do not participate to synaptic GABAAR 
A: Superimposed representative traces of GABAA-mediated spontaneous synaptic currents (IPSCs) 
obtained under control conditions (black) and in presence of 1µM THIP (grey) in wild-type (top traces) 

and 
-/-

 mice (bottom traces). B-C. Summary graphs showing the absence of effect of THIP on the 
IPSC kinetics. D-F: Same as A-C but in control and DA-depleted (6-OHDA) rats. 
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Supplemental Figure 2: The pharmacological blockade of GABA transporters doesn’t modifie 
the GABAergique phasic transmission. A: Superimposed representative traces of GABAA-mediated 
spontaneous synaptic currents (IPSCs) obtained under control conditions (black) and in presence of 
50µM NNC711 (beige) in wild-type (top traces) and 6-OHDA rats (bottom traces). B-D. Summary 
graphs showing the absence of effect of NNC711 on the IPSC kinetics in control and DA-depleted (6-
OHDA) rats. E. Superimposed representative traces of GABAA-mediated spontaneous synaptic 
currents (IPSCs) obtained under control conditions (black) and in presence of 20µM SNAP5114 
(green) in wild-type (top traces) and 6-OHDA rats (bottom traces). F-H. Summary graphs showing the 
absence of effect of SNAP5114  on the IPSC kinetics in control and DA-depleted (6-OHDA) rats. 
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Données complémentaires 
à l’article 2: 
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Ré sultats complé méntairés a  l’articlé 2 : 

Dans ce second article en préparation, nous avons montré que l’inhibition tonique pallidale 

avait pour origine un défaut de recapture du GABA par les transporteurs GAT-3 astrocytaires 

à cause d’une reduction de leur expression suite à une dépletion dopaminergique. Nous 

avons réalisé plusieurs séries d’expériences complémentaires pour essayer de comprendre 

les mécanismes régulant : 

1) la fonction des transporteurs GAT-3, 

2) l’origine neuronale ou gliale du GABA responsable de l’inhibition tonique, 

3) la modulation de l’IT par la dopamine 

I. Régulation de l’expression de GAT-3 à la 

membrane astrocytaire par la voie TRPA1 
Nous avons identifié une réduction des niveaux protéiques de GAT-3 dans le GPe de rats 

lésés à la 6-OHDA par des expériences de western blots (article 2, Fig. 6G-H). Pour 

conforter ce résultat, nous avons alors réalisé des immunohistochimies utilisant un anticorps 

dirigé contre la GFAP pour visualiser les astrocytes et un anticorps dirigé contre GAT-3 pour 

comparer le niveau d’expression de ce transporteur dans le GPe entre des coupes 

d’animaux contrôles et 6-OHDA. Nos résultats qui sont uniquement qualitatifs, suggèrent une 

diminution d’expression de GAT-3 chez les animaux déplétés en dopamine ainsi qu’une 

réduction de la co-localisation de GAT-3 à la surface astrocytaire dans le GPe d’animaux 6-

OHDA comparé aux animaux contrôles (Figure 35). Ce résultat vient conforter nos 

expériences de western blots qui montrent une diminution de l’expression de GAT-3 sur les 

astrocytes en conditions parkinsoniennes. 

 
Figure 35 : Réduction de l’expression de GAT-3 dans les astrocytes du GPe après une 
déplétion en dopamine. Exemple immunoshistochimique montrant le marquage de la GFAP 
(rouge) et du transporteur GAT-3 (vert) dans le GPe de rats contrôle et 6-OHDA. 
Immunohistochimie révelant une meilleure co-locaisation de la GFAP, une protéine 
exclusivement astrocytaire, et de GAT-3 dans le GPe des animaux contrôles comparée aux 
animaux 6-OHDA. 
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Il a été montré récemment au niveau des astrocytes de l’hippocampe que les canaux TRPA1 

contrôlent de manière dynamique le cycle d’endocytose-exocytose de GAT-3 à la surface 

astrocytaire et que leur blocage pharmacologique entraîne un défaut de recapture du GABA 

(Shigetomi et al, 2012). Nous avons donc testé cette voie de modulation de l’expression 

membranaire de GAT-3 au niveau du GPe. Nous avons donc décidé de bloquer l’activité des 

canaux TRPA1 chez les rats témoins avec du Gadolinium (Gd3+), un inhibiteur non 

spécifique des canaux TRP et avec du HC 030031, un antagoniste spécifique de ces canaux 

afin de voir l’impact de cette manipulation sur l’inhibition tonique des neurones du GPe. Les 

résultats que nous avons obtenu montrent que le blocage des canaux TRPA1 par le Gd3+ 

(100µM) ou le HC030031 (40µM) favorise l’apparition d’une inhibition tonique chez les 

animaux contrôles (contrôle : I= 0; 0 - 8 pA, (n=23) ; Gd3+ 
I = 43,02; 22,6 - 48,2 pA, (n=6) ; 

HC030031 ; I = 20,75; 2,4 - 71,4 pA (n=11), Contrôle vs Gd3+ ; Contrôle vs HC030031, p = 

0,0006, Kruskal-Wallis) (Fig. 36A-D). 

 

Figure 36 : Modulation de l’inhibition tonique pallidale par les canaux TRPA1. 
A-C : Exemple de l’action de la GABAzine sur le courant de maintien des neurones du GPe en 
condition contrôle (A), après la perfusion de gadolinium (GD3+ 100µM, B) ou de HC030031 
(40µm, C), deux antagonistes des canaux TRPA1. D : Boites à moustaches montrant 
l’augmentation significative du courant tonique en présence de GD3+ et de HC030031. E-G : 
Traces montrant que le blocage des canaux TRPA1 par le GD3+ (G) ou leur activation par 
l’AITC, un agoniste sélectif de ces canaux ne modifie pas l’amplitude du courant tonique chez les 
animaux 6-OHDA. H : Graphe résumant ces données.  
Les traces d’électrophysiologie (A-C, E-G) sont filtrées à 2Hz pour avoir une meilleure 
visualisation des modifications de ligne de base. Les traits pointillés indiquent les valeurs 
médianes des courants avant et après GABAzine. L’ensemble des enregistrements a été réalisé 
en présence d’APV (50µM), de DNQX (20µM) et de CGP55845 (1µM) afin de bloquer 
respectivement la transmission synaptique glutamatergique et les récepteurs GABA B. Les 
chiffres entre parenthèses indiquent le nombre de neurones dans chaque groupe. **, p<0,05, 
Kruskal-Wallis. 
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Ces résultats suggèrent que le blocage des canaux TRPA1 a pour effet de réduire 

l’exocytose de GAT-3 ce qui a pour conséquence une recapture du GABA moins efficace et 

l’activation des récepteurs GABAA extrasynaptiques. Alors que chez les animaux témoins, 

l’inhibition de TRPA1 induit un courant tonique, le blocage de ces canaux chez des animaux 

6-OHDA n’augmente pas de manière significative l’amplitude de l’inhibition tonique (Fig. 

36E-F, H). Nous avons alors utilisé un agoniste spécifique des canaux TRPA1, l’AITC 

(100µM) pour tenter de réduire l’inhibition tonique en augmentant la présence de GAT-3 à la 

membrane des astroctytes. Malheureusement, l’AITC ne permet pas de réduire l’inhibition 

tonique au niveau des neurones du GPe après une déplétion dopaminergique (6-OHDA : I 

= 15,50; 7 - 20 pA (n=8) ; AITC : I = 16,78; 6,1 - 38,4 pA (n=14), p = 0,707, Mann Whitney 

test ; Fig. R2G-H). Ces résultats suggèrent que l’équilibre entre l’endocytose et l’exocytose 

de GAT-3 est bien contrôlé par des canaux TRPA1 dans le GPe mais que la manipulation de 

cette voie de signalisation ne permet pas de réduire les concentrations extracellulaires de 

GABA parune recapture efficace du neurotransmetteur par les astroctytes. 

II. Origine du GABA responsable de l’inhibition 

tonique dans le GPe 

1. Le GABA responsable de l’inhibition tonique 
dans le GPe n’a pas une origine vésiculaire 

Dans le but de discriminer la source de l’IT en conditions parkinsoniennes, nous avons émis 

l’hypothèse d’une augmentation de la libération de GABA dans l’espace extracellulaire. Cette 

libération peut être d’origine neuronale ou gliale. Nous avons donc tenté de discriminer les 

voies de libération de GABA dans le GPe. Apres avoir éliminé une augmentation de l’activité 

des axones striato-pallidaux comme source de libération de GABA responsable de l’IT 

(article 2, Fig. 2), nous avons bloqué toute libération vésiculaire de GABA d’origine 

neuronale (activité spontanée et miniature) et gliale avec la bafilomycine (4µM), un inhibiteur 

de l’ATPase de type vacuolaire (ATPase type V). En accord avec des études précédentes 

(Le Meur et al, 2012; Zhou et al, 2000 ), nous avons incubé les tranches pendant 1h30 dans 

une solution d’ACSF contenant 4µM de bafilomycine. Ce traitement entraîne une réduction 

très importante de la transmission synaptique GABAergique à la fois sur les tranches 

obtenues d’animaux contrôles et lésés à la 6-OHDA (Fig. 37A-C, G-I). Nous avons ensuite 

testé l’action de la GABAzine sur des neurones traités à la bafilomycine de rats témoins et 

lésés à la 6-OHDA. Chez les animaux témoins, le traitement à la bafilomycine a pour effet de 

faire apparaître un courant tonique (contrôle : I= 0; 0 -:8 pA (n=23) ; bafilomycine : I: 
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14,64; 9,8 - 26,8 pA (n= 12), p = 0,0018, Mann-Whitney test ; Fig. 37D-F). Chez les animaux 

6-OHDA, la bafilomycine produit une augmentation significative de l’amplitude de l’inhibition 

tonique (6-OHDA : I= 15,50; 7 - 20 pA (n=8) ; bafilomycine I=70,80; 48,2 - 93,4 pA (n=7), 

p = 0,0239, Mann-Whitney test ; Fig. 37J-L). Cette série d’expériences suggère que le 

GABA responsable de l’IT dans le GPe n’a pas une origine vésiculaire. De plus, nos résultats 

indiquent que bloquer les ATPase de type vacuolaire a pour effet d’augmenter l’amplitude de 

l’IT dans le GPe. A notre connaissance, il n’existe pas d’autres exemples dans la littérature 

d’un tel effet du blocage des ATPase vacuolaire sur l’IT. 

 

Figure 37 : L’inhibition tonique pallidale n’a pas une origine vésiculaire.  
A-B : Exemple de courants synaptiques enregistrés sur des tranches contrôles (A) ou incubées 
pendant 1h30 dans une solution d’ACSF contenant 4µM de bafilomycine (B). C : Graphes 
montrant la réduction drastique de fréquence et d’amplitude des courants synaptiques spontanés 
en présence de bafilomycine.  
D-E : Exemples d’enregistrements montrant l’effet de la GABAzine sur le courant de maintien 
des neurones du GPe. F : Boites à moustaches montrant la présence d’un courant tonique suite 
au traitement à la bafilomycine. G-L : Comme A-F, mais chez des rats 6-OHDA.* p<0.05, test de 
Mann-Whitney. 
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2. Les bestrophines ne sont pas responsables de la 
libération gliale de GABA 

Nous avons ensuite voulu tester, si comme dans le cervelet (Lee et al, 2010 ; Yoon et al, 

2014), le GABA libéré par la glie pouvait avoir une origine non vésiculaire et être libéré par 

des canaux appelés Bestrophines 1 (BEST-1). Nous avons bloqué les canaux BEST-1 à 

l’aide du NPPB (50µM) appliqué directement dans le bain de perfusion. Alors que dans le 

cervelet le NPPB réduit de moitié l’amplitude de l’inhibition tonique, au niveau du GPe cet 

agent pharmacologique augmente de manière surprenante le courant tonique comparé à la 

situation contrôle (APV 50µM, DNQX 20µM et CGP55845 1µM) chez le groupe d’animaux 

témoins (contrôle : I= 0; 0 - 8 pA (n=23) ; NPPB : I: 111,08; 56,8 - 136,7 pA (n=5), p = 

0,0003, test de Mann-Whitney test ; Fig. 38A-C). Chez les animaux 6-OHDA, le NPPB a 

tendance à également augmenter l’amplitude de l’IT mais de manière non significative (6-

OHDA : I= 15,50; 7 - 20 pA (n=8) ; NPPB I=40,58; 9,8 - 81,8 pA (n=6), p = 0,219, test de 

Mann-Whitney test; Fig. 38B-C). Ces résultats suggèrent que, dans le GPe, le GABA n’est 

pas libéré par des canaux bestrophines situés sur les cellules gliales. L’augmentation de l’IT 

provoquée par le NPPB a aussi été montré dans le cervelet de façon inexpliquée (Diaz et al, 

2012), il serait donc nécessaire d’utiliser d’autres agents connus comme inhibiteur de BEST-

1 pour confirmer ce résultat. 

Figure 38 : Les canaux bestrophines ne sont pas responsables de la libération 
gliale de GABA.  
A-B : Tracés montrant l’effet de la GABAzine sur le courant de maintien des neurones du GPe en 
présence de NPPB (50µM), un antagoniste des canaux bestrophines. C : Boîtes à moustaches 
montrant une augmentation significative du courant tonique en présence de NPPB. *, p<0.05, test de 
Mann-Withney. 

 

3. La voie des MAOB n’est pas impliquée dans la 
synthèse de GABA d’origine gliale 

Récemment une nouvelle voie de synthèse de GABA astrocytaire a été décrite dans 

l’hippocampe et le striatum (Jo et al, 2014 ; Yoon et al, 2014). Cette production de GABA par 



183 
 

la glie est dépendante de l’activité de la Monoamine oxydase de type B (MAOB). Dans le but 

de tester une production de GABA par la glie dépendante de cette voie de synthèse dans le 

GPe, nous avons incubé les tranches de cerveaux de rats 1h30-2h dans une solution 

d’ASCF contenant 100 nM de Séléginine, un inhibiteur de la MAOB, avant l’enregistrement 

des neurones du GPe. Ce traitement n’augmente pas significativement l’amplitude de l’IT 

chez les animaux témoins (Contrôle : I= 0; 0 -:8 pA (n=23) ; Séléginine : I=4,27; 0 - 26,2 

pA (n=7) ; p = 0,329, test de Mann-Whitney ; Fig. 39A-B) tout comme chez les animaux 6-

OHDA (6-OHDA : I= 15,50; 7 - 20 pA (n=8) ; Séléginine : I= 23,19; 12,8 - 43,9 pA (n=6), p 

= 0,332, Mann-Whitney ; Fig. 39C-D). 

Figure 39 : La voie de la monoanimes oxydase B n’est pas impliquée dans la synthèse du 
GABA responsable de l’inhibition tonique pallidale. 
A : Tracés montrant l’effet de la GABAzine sur le courant de maintien des neurones du GPe de 
tranches contrôles incubées pendant 1h30 à 2h dans 100 nM de ségélinine, un antagoniste de 
l’enzyme MAOB. B : Boîtes à moustaches montrant la présence d’un courant tonique malgré le 
blocage de la voie de synthèse gliale de GABA dépendante des MAOB. 
C-D : Comme A-B mais sur des tranches issues de rats 6-OHDA  

 

4. L’intégrité du métabolisme astrocytaire est 
nécessaire à la régulation de l’inhibition tonique 
dans le GPe 

La densité astrocytaire dans le GPe est très élevée comparée aux autres noyaux des GB 

(Charron et al, 2014). De plus, il est connu depuis peu qu’il se produit une astrogliose 

caractérisée par une augmentation du nombre d’astrocytes ainsi que de leur surface dans le 

GPe en conditions parkinsoniennes chez plusieurs espèces animales comprenant le rat, le 

singe et l’homme (Charron et al, 2014). Ces données suggèrent une modification du 

fonctionnement astrocytaire dans le GPe dans la maladie de Parkinson.  

Ainsi, nous avons voulu tester l’effet du blocage du métabolisme astrocytaire sur l’inhibition 

tonique pallidale. Pour cela, nous avons incubé pendant 1h les tranches de cerveaux dans 

une solution d’ACSF contenant 5 mM de fluoroacétate (FAC), un inhibiteur du cycle de krebs 

préférentiellement capté par les astrocytes en raison de sa ressemblance chimique avec 

l’acétate (Clarke et al, 1970 ; Lahiri & Quastel, 1963 ; Waniewski & Martin, 1998) puis 

enregistré les neurones du GPe en présence de 1mM de FAC dans le bain de perfusion. 
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Alors que chez les animaux témoins, le FAC ne modifie pas significativement l’amplitude du 

courant tonique présent en situation contrôle (contrôle : I= 0; 0 -:8 pA (n=23) ; FAC : I= 

12,81; 0 - 14 pA (n=4); , p = 0.107, test de Mann-Whitney) (Fig. 40A-C), en situation de 

déplétion dopaminergique, le blocage du métabolisme astrocytaire augmente 

significativement l’amplitude du courant tonique (6-OHDA : I= 15,50; 7 - 20 pA (n=8) ; FAC : 

I= 55,84; 45,8 - 61,6 pA (n=4), p = 0,0084, Mann-Whitney) (Fig. 40D-F). Ces résultats 

suggèrent que chez les animaux lésés à la 6-OHDA, les astrocytes jouent un rôle primordial 

dans le maintien de l’homéostasie GABAergique.  

 

Figure 40 : L’intégrité du métabolisme astrocytaire est nécessaire au contrôle efficace des 
concentrations de GABA extracellulaire et à la régulation du niveau d’inhibition tonique.  
A-B : Tracés montrant l’effet de la GABAzine sur le courant de maintien des neurones du GPe 
de tranches contrôle (A) et 6-OHDA (B) incubées pendant 1h30 dans 100 nM de ségélinine,  un 
antagoniste de l’enzyme MAOB. C : Boîtes à moustaches montrant la présence d’un courant 
tonique malgré le blocage de la voie de synthèse gliale de GABA dépendante des MAOB. * 
p<0.05, test de Mann-Whitney. 

 

Enfin, nous avons combiné l’inhibition du métabolisme astrocytaire avec le blocage 

pharmacologique des transporteurs GAT-1 et GAT-3. Nos résultats montrent que l’inhibition 

de GAT-1, mais pas de GAT-3, augmente significativement l’amplitude du courant tonique 

induit par le FAC seul chez les animaux témoins (FAC : I= 12,81; 0 - 14 pA (n=4), FAC 

+NNC : I= 104,37 ; 78,7 - 127,6 pA (n=4), FAC + SNAP : I= 23,19; 20,1- 25,6 pA (n=5) ; 

FAC vs FAC+NNC, p = 0,018, Kruskal-Wallis) (Fig. 41A-D). Concernant les animaux 6-

OHDA, il n’y a aucune différence significative de courant tonique induit par le blocage des 

transporteurs GAT-1 ou GAT-3 suite au blocage du métabolisme astrocytaire (FAC : I= 

55,84; 45,8 - 61,6 pA (n=4); FAC+NNC : I= 90,33; 55,5 - 166 pA (n=6) ; FAC+SNAP : I= 

58,59; 53,1 - 81,2 pA (n=5), p = 0.56, Kruskal-Wallis) (Fig. 41D-F). Ces résultats suggèrent 
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que chez les animaux témoins, les niveaux extracellulaires de GABA dans le GPe sont 

principalement contrôlés par les transporteurs GAT-1 alors que chez les rats déplétés en 

dopamine, les astrocytes jouent un rôle primordial dans le maintien de l’homéostasie 

GABAergique. 

 

Figure 41 : Le blocage du métabolisme astrocytaire associé au blocage des transporteurs 
augmente l’amplitude de l’inhibition tonique pallidale.  
A-C : Tracés montrant l’effet de la GABAzine sur le courant de maintien des neurones du GPe 
de tranches incubées dans le FAC 1mM (A), incubées dans FAC puis perfusées avec du 
NNC711 (B) ou avec du SNAP5114 (C) pour bloquer respectivement les transporteurs GAT -1 ou 
GAT-3. D : Boîtes à moustaches résumant les effets de ces traitements pharmacologiques sur le 
courant tonique. E-H : Comme en A-D, mais sur des tranches de cerveaux de rats 6-OHDA. * 
p<0.05, test Kruskal-Wallis. 

 

III. Contrôle dopaminergique de l’inhibition 

tonique pallidale 
Dans le réseau des ganglions de la base, l’inhibition tonique a principalement été étudiée 

dans le striatum. Il a été montré en particulier, que la dopamine module de manière 

différentielle l’amplitude des courants toniques dans les dMSN et les iMSN. En effet, 

l’activation des récepteurs D1 augmente l’amplitude de l’IT dans les dMSN alors que les 

récepteurs D2 la réduisent dans les iMSN (Janssen et al, 2009). Dans le but de savoir si 

l’inhibition tonique (IT) GABAergique que nous observons dans le GPe des rats suite à une 

déplétion dopaminergique, est réversible par l’action de la dopamine, nous avons testé l’effet 

de 10 µM de dopamine sur les tranches aigües de cerveau de rats. Suite à l’application de 

GABAzine, nous avons constaté que l’amplitude du courant tonique est augmentée par 

l’application de dopamine (10µM) mais n’est pas significativement différente de celle 
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retrouvée chez les rats 6-OHDA (6-OHDA : I= 15,50; 7 - 20 pA (n=8) ; Dopamine : I= 

29,90; 26,2 - 97,6 pA (n=3) ; p = 0,082, test de Mann Whitney) (Fig. 42A-B, D). Les 

récepteurs dopaminergiques D2 ont une action inhibitrice sur l’IT dans le striatum. Donc 

dans le but de savoir si l’IT pallidale appairaît de par l’absence d’activation des récepteurs 

D2 chez les animaux déplétés en dopamine, nous avons utilisé le quinpirole (agoniste 

spécifique des récepteurs D2) sur nos préparations. Tout comme les résultats précédents, 

l’amplitude du courant tonique n’est pas significativement différente en présence de 

quinpirole (2µM) de celle présente chez les rats 6-OHDA (6-OHDA I= 15,50; 7 - 20 pA 

(n=8) ; Quinpirole I= 31,12; 24,4 - 34,8 pA (n=5) ; p = 0,0504, Mann Whitney test) (Fig. 

42A-C, D). 

Ces résultats suggèrent que bien que l’IT dans le GPe apparaisse suite à une déplétion 

dopaminergique, ce phénomène engendre des modifications à long terme ne pouvant pas 

être reversées par l’application aigüe de dopamine.  

 

Figure 42 : La dopamine ne réduit pas l’inhibition tonique pallidale.  
A-C : Tracés montrant l’effet de la GABAzine sur le courant de maintien des neurones du GPe 
de tranches contrôle (A), en présence de dopamine (10µM, B) et en présence de quinpirole 
(2µM, C), un agoniste sélectif des récepteurs dopaminergiques de la famille D2.  D : Boîtes à 
moustaches montrant que ni la dopamine, ni le quinpirole ne réduisent l’amplitude du courant 
tonique chez les rats 6-OHDA. * p<0.05, test Kruskal-Wallis. 

 

Pour conclure, nous avons donc testé plusieurs pistes, 1) pour comprendre l’origine du 

GABA responsable de l’inhibition tonique pallidale, et 2) pour tenter de réduire cette IT, sans 

succès cependant pour le moment.  

Ces résultats préliminaires suggèrent que les astrocytes jouent un rôle prépondérant dans la 

régulation de l’inhibition tonique en particulier en conditions parkinsoniennes où ils semblent 

dysfonctionner mais de futures expériences restent à réaliser pour rechercher plus en détails 

la nature de ces dysfonctionnements dans la MP.  
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Discussion dés ré sultats 
complé méntairés: 

I. Régulation de l’expression membranaire de 

GAT-3 
 

Il est connu que le niveau d’expression de GAT-3 à la membrane plasmique des astrocytes 

est dynamique et régulé par les variations de calcium intracellulaire impliquant les canaux 

TRPA1. Ce mécanisme du contrôle de l’exocytose à la membrane plasmique de GAT-3 a été 

mis en évidence dans l’hippocampe (Shigetomi et al, 2012). De plus, il est connu que dans le 

STR et le GPe se produit une astrogliose au cours de la MP suggérant une modification du 

fonctionnement astrocytaire induite par une déplétion dopaminergique.  

Nous avons dès lors réalisé des immunohistochimies où les astrocytes sont visualisables en 

rouge grâce au marquage de la GFAP (Glial fibrillary acidic protein), une protéine 

uniquement astrocytaire, et GAT-3 en vert. Nous pouvons remarquer une diminution de la 

co-localisation de GAT-3 à la surface astrocytaire dans le GPe d’animaux 6-OHDA en 

comparaison aux animaux contrôles (Figure 35). Ce résultat suggère une diminution de 

l’expression de GAT-3 sur les astrocytes en conditions parkinsoniennes. Ce résultat bien 

qu’uniquement qualitatif vient conforter nos expériences de western blots. C’est pourquoi 

nous nous sommes intéressés au rôle des astrocytes dans la régulation de la concentration 

de GABA extracellulaire ([GABA]ext) au niveau du GPe. Nous avons ainsi réalisé des 

expériences d’inhibition du métabolisme glial avec le Fluoroacetate (FAC) (Figure 40-41). 

Cette manipulation met en évidence une IT en situation contrôle ce qui confirme le rôle 

critique de la glie dans la régulation des [GABA]ext et de l’IT dans le GPe (Figure 40). Chez 

les animaux 6-OHDA, le blocage des astrocytes entraîne une IT d’une amplitude très 

importante notamment quand le FAC est associé au blocage des transporteurs du GABA 

(Figure 41). Contrairement à l’hippocampe où il a été montré que le FAC prévient l’IT en 

inhibant la libération de D-serine (Zhang et al, 2008), nos expériences révèlent que dans le 

GPe, l’utilisation du FAC augmente les [GABA]ext engendrées par le blocage des 

transporteurs GATs. Ces résultats suggèrent que le blocage du métabolisme glial ne 

prévient pas l’excès de GABA présent en conditions parkinsoniennes mais qu’à l’inverse, la 

glie participe activement à limiter l’excès de GABA au niveau du GPe en conditions 

physiopathologiques. Ces résultats montrent le rôle primordial de la glie dans le contrôle de 

l’homéostasie GABAergique pallidale. Bien qu’étant spécifique du blocage du métabolisme 
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astrocytaire et ayant peu d’effets sur les neurones, le FAC va entraîner un arrêt de la 

production d’ATP par les astrocytes ce qui peut changer leur fonctionnement et 

l’environnement neuronal. Il a notamment été montré que l’exocytose d’ATP en provenance 

des astrocytes modulait l’inhibition GABAergique phasique et tonique dans le cortex (Lalo et 

al). De plus, l’ATP peut moduler les vagues Ca2+ astrocytaires (Bowser & Khakh, 2007) qui 

peuvent jouer sur l’expression des transporteurs GAT-3 à la surface membranaire. Ces 

éléments laissent à penser que le FAC peut produire des effets indirects sur l’IT en affectant 

le fonctionnement astrocytaire. C’est pourquoi, nous avons voulu impacter spécifiquement 

l’expression de GAT-3 à la surface astrocytaire par la modulation de l’activité des canaux 

TRPA1 astrocytaires avec le GD3+ et le HC 030031, des antagonistes de ces canaux, et 

l’AITC, un agoniste des canaux TRPA1 (Figure 36). L’application de GD3+ et HC 030031 

entraîne l’apparition d’une IT chez les animaux contrôles suggérant que les canaux TRPA1 

sont bien impliqués dans la régulation de l’expression de GAT-3 et de fait dans la régulation 

des [GABA]ext. Chez les animaux 6-OHDA, l’application de GD3+ et AITC ne modifie pas 

significativement l’amplitude de l’IT présente dans le GPe (Figure 36). Ces résultats 

suggèrent que les canaux TRPA1 sont bien responsables de l’expression membranaire de 

GAT-3 comme ce qui a été démontré dans l’hippocampe (Shigetomi et al, 2012). En 

revanche, la réduction d’expression de GAT-3 à la surface astrocytaire chez les animaux 6-

OHDA ne semble pas être la conséquence d’un défaut d’exocytose du transporteur mais 

plutôt d’une réduction de l’expression du transporteur GAT-3.  

 

II. Origine du GABA responsable de l’inhibition 

tonique dans le GPe: 
 

1. Production et libération gliale de GABA :  

Les astrocytes peuvent directement influencer l’activité neuronale par la libération de 

neurotransmetteurs variés et notamment de GABA. Nous avons donc voulu tester si l’excès 

de GABA extracellulaire dans le GPe pouvait être la conséquence d’une libération de GABA 

d’origine gliale. 

Il existe trois modes de libération de GABA d’origine gliale : 

- 1. Vésiculaire  

- 2. Non vésiculaire :  

- 3. Due au fonctionnement inversé des transporteurs du GABA. 
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Nous pouvons exclure l’hypothèse d’un fonctionnement en mode inversé de GAT-3, puisque 

si cela avait été le cas, nos expériences d’électrophysiologie visant à bloquer 

pharmacologiquement ces transporteurs auraient réduit l’amplitude du courant tonique 

présent dans le GPe d’animaux lésés à la 6-OHDA. 

 

Afin de bloquer toute libération de GABA vésiculaire, nous avons incubé les tranches 1h30 

avec de la bafilomycine (4µM) comme dans les expériences réalisées par d’autres auteurs 

dans l’hippocampe (Le Meur et al, 2012) afin de mettre en évidence une libération de GABA 

astrocytaire. La bafilomycine en bloquant l’ATPase à protons H+ (neuronale et gliale) va 

empêcher l’entrée des neurotransmetteurs dans les vésicules de libération synaptiques. Il 

semble que ce traitement ait fonctionné, puisque nous avons observé une réduction 

significative de la fréquence et de l’amplitude des IPSCs. Cependant, nous avons aussi 

observé que la bafilomycine avait provoqué l’apparition d’une IT chez les animaux témoins et 

une augmentation significative de l’IT chez les animaux 6-OHDA (Figure 37). Nous n’avons 

trouvé aucun résultat similaire dans la littérature permettant d’expliquer cet effet stimulant de 

la bafilomycine sur l’IT dans le GPe. 

 

Le GABA astrocytaire peut être libéré par des canaux appelés Bestrophines présents sur la 

glie. Des expériences réalisées dans l’hippocampe (Jo et al, 2014) et le cervelet (Lee et al, 

2010 ; Yoon et al, 2014) montrent que le blocage des canaux bestrophines réduit l’amplitude 

du courant tonique dans ces régions où se produit une libération de GABA par des 

astrocytes réactifs en conditions pathologiques. Les auteurs ont observés également que le 

GABA libéré par les astrocytes est produit par une voie de biosynthèse du GABA 

dépendante de l’activité enzymatique de la MAOB. Nous avons donc testé ces deux 

hypothèses d’une part en appliquant du NPPB (50µM) de manière aigüe sur nos tranches de 

cerveau de rats afin de bloquer une potentielle libération de GABA par des canaux 

bestrophines dans le GPe (Figure 38) et d’autre part en incubant les tranches dans la 

séléginine afin de bloquer la voie de biosynthèse du GABA dépendante de la MAOB (Figure 

39). Nous avons observé que l’application de NPPB entraîne l’apparition d’une IT chez les 

animaux témoins et une augmentation significative de l’IT chez les animaux 6-OHDA (Figure 

38). L’altération de la transmission GABAergique par le NPPB a également été montrée 

dans le cervelet où l’amplitude du courant tonique et le temps de décroissance des IPSCs 

sont augmentés par cette drogue (Diaz et al, 2012). Même s’il n’y a pas d’explication 

fonctionnelle à l’heure actuelle, il serait possible que le NPPB potentialise la transmission 

GABAergique par d’autres actions que le blocage des bestrophines ce qui pourrait expliquer 

l’augmentation du courant tonique que nous observons suite à son utilisation. Le résultat de 

cette expérience suggère que le GABA extracellulaire présent en excès dans le GPe 
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d’animaux déplétés en dopamine ne provient pas d’une libération par les canaux 

Bestrophines.  

Nous n’avons pas non plus observé de différence significative entre l’amplitude du courant 

tonique présent sur les tranches incubées dans la séléginine et celles non traitées. Ces 

expériences montrent que le GABA d’origine gliale dans le GPe n’implique pas la voie de 

biosynthèse dépendant de l’activité enzymatique de la MAOB. (Figure 39).  

III. Dopamine et inhibition tonique : 
Il a été montré en particulier dans le striatum, que la dopamine module de manière 

différentielle l’amplitude des courants toniques dans les D1-MSN et les D2-MSN. En effet, 

l’activation des récepteurs D1 augmente l’amplitude de l’IT dans les MSN de la voie directe 

alors que les récepteurs D2 la réduisent dans les MSN de la voie indirecte (Janssen et al, 

2009). Comme l’IT apparaît dans le GPe suite à une lésion du système dopaminergique, 

nous avons voulu tester si cette inhibition pouvait être reversée par l’ajout de dopamine sur 

nos préparations. Nous avons constaté que l’amplitude du courant tonique est augmentée 

par l’application de dopamine (10µM) mais n’est pas significativement différente de celle 

retrouvée chez les rats 6-OHDA (Figure 42A-B,D). Les récepteurs dopaminergiques D2 ont 

une action inhibitrice sur l’IT dans le striatum (Janssen et al, 2009). Dans le but de savoir si 

l’IT pallidale appairaît en raison de l’absence d’activation des récepteurs D2 chez les 

animaux déplétés en dopamine, nous avons testé l’action du quinpirole (agoniste spécifique 

des récepteurs D2) sur l’IT. Tout comme pour la dopamine, l’amplitude du courant tonique 

n’est pas significativement différente en absence et en présence de quinpirole (2µM) chez 

les rats 6-OHDA (Figure 42A-C, D). Ces résultats suggèrent que, bien que l’IT dans le GPe 

apparaisse suite à une déplétion dopaminergique, ce phénomène engendre des 

modifications à long terme ne pouvant pas être reversées pas l’application aigüe de 

dopamine, ni d’agoniste D2. Néanmoins, il serait intéressant de savoir si une administration 

répétée de L-DOPA chez le rat lésé à la 6-OHDA pourrait prévenir l’apparition de l’IT 

pallidale. Si ce phénomène n’est cependant pas corrigé par l’administration de L-DOPA, ni 

par des agonistes des récepteurs D2 classiquement attribués au traitement de la MP, il serait 

possible que l’IT soit une adaptation du GPe aux changements d’activité du réseau, 

notamment pour contrebalancer l’hyperactivité des neurones du NST. En effet, les entrées 

cortico-sous-thalamiques ajustent l’activité du réseau NST-GPe par une action sur les 

récepteurs NMDA situés dans le NST (Chu et al, 2015). Suite à la perte de dopamine, 

l’activation excessive des récepteurs NMDA par les entrées corticales augmente l’excitation 

du NST sur le GPe contribuant à l’émergence d’une activité corrélée pathologique entre ces 

deux noyaux. Ce mécanisme conduirait à une augmentation du nombre de synapses 
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fonctionnelles GPe-NST, donnant lieu à une augmentation des entrées inhibitrices GPe-NST 

(Chu et al, 2015). Ce phénomène n’est pas reversé par l’ajout de dopamine dans le système. 

Il a donc été suggéré que ce mécanisme adaptatif serait présent pour compenser 

l’hyperactivité des neurones du NST (Fan et al, 2012). De la même façon, nous pouvons 

donc nous demander si l’IT ne se développe pas en réponse à un excès d’excitation en 

provenance du NST. Ainsi, il est envisageable que des mécanismes homéostatiques se 

mettent en place pour tenter de compenser cette excitation excessive. Pour répondre 

spécifiquement à cette question, il serait possible de réaliser des expériences sur des 

animaux ayant subi une lésion dopaminergique combinée avec une lésion du NST. Si l’IT 

disparait dans le GPe chez ces animaux, cela signifirait que l’IT pallidale est un phénomène 

compensatoire que les traitements à la L-DOPA ne peuvent à priori pas corriger. 
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Ré sultats II : 
Modification dé la transmission GABAérgiqué au nivéau 

du GPé dans la maladié dé Huntington. 
 

Articlé 3 
Early GABAergic transmission defects in the external 

globus pallidus and rest/activity rhythm alteration in a 

mouse model of Huntington’s disease 
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Abstract 

Huntington’s disease (HD) is characterized by progressive motor symptoms preceded 

by cognitive deficits and is regarded as a disorder that primarily affects the basal ganglia. 

The external globus pallidus (GPe) has a central role in the basal ganglia, projects directly to 

the cortex, and is majorly modulated by GABA. To gain a better understanding of the time 

course of HD progression and gain insight into the underlying mechanisms, we analysed 

GABAergic neurotransmission in the GPe of the R6/1 mouse model at pre- and post-

symptomatic stages (i.e., 2 and 6 months). Western blot and quantitative PCR analyses 

revealed alterations in the GPe of male R6/1 mice compared with wild type littermates. 

Expression of proteins involved in pre- and post-synaptic GABAergic compartments as well 

as synapse number were severely decreased at 2 and 6 months. At both ages, patch clamp 

electrophysiological recordings showed a decrease of spontaneous and miniature inhibitory 

post-synaptic currents suggesting that Huntington’s disease mutation has an early effect on 

the GABA signalling in the brain. Therefore, we performed continuous locomotor activity 

recordings from 2 to 4 months of age. Actigraphy analyses revealed rest/activity 

fragmentation alterations that parallel GABAergic system impairment at 2 months, while the 

locomotor deficit is evident only at 3 months in R6/1 mice. Our results reveal early deficits in 

Huntington’s disease and support the growing number of evidence showing a critical role for 

the GPe in physiological and pathophysiological states. We suggest that actimetry may be 

used as a non-invasive tool to monitor early disease progression.  
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Introduction 

 

Huntington’s disease (HD) is a 

neurodegenerative disease characterized by 

a progressive decline of motor abilities, 

cognitive functions, and sleep/wake 

regulation. Some post-mortem studies in 

human have shown only limited signs of cell 

loss in the brain, despite overt clinical 

symptoms of HD (Caramins et al, 2003; 

Mizuno et al, 2000), suggesting that 

neuronal and synaptic dysfunction, rather 

than cell death, may underlie early 

behavioural manifestations of the HD 

mutation (Cayzac et al, 2011; Morton, 2013). 

HD is caused by a dominant mutation 

of the gene that encodes the huntingtin 

protein. The expression of the huntingtin 

protein is ubiquitous, and the mutation 

affects virtually all brain structures. 

Alterations are most obvious in the striatum, 

which is the focus of the majority of studies 

(Cayzac et al, 2011; Francelle et al, 2014). 

The striatum is the main input nucleus of the 

basal ganglia which is involved in cognitive 

and motivational functions in addition to 

motor control through direct- and indirect-

pathways (Tepper et al, 2007). Tightly 

connected to the striatum in the indirect 

pathway, the external globus pallidus (GPe) 

is considered as a GABAergic hub within the 

basal ganglia (Abdi et al, 2015). It receives 

GABAergic collaterals from the direct 

pathway (Cazorla et al, 2014), glutamatergic 

projections from the subthalamic nucleus, 

and some dopaminergic inputs from the 

substantia nigra pars compacta (Gittis et al, 

2014). The efferent of the GPe virtually 

projects to all of the basal ganglia 

components, including the striatum (Mallet et 

al, 2012). Interestingly, direct GABAergic 

connections with the cortex have been 

recently described (Chen et al, 2015a; 

Saunders et al, 2015a). Therefore, the GPe 

may play an integrative role coordinating 

neuronal activity across the basal ganglia 

with direct links with the cortex. Moreover, 

the GPe is overactive in HD (Reiner, 2004), 

and GPe deep brain stimulation experiments 

have been shown to circumvent motor and 

cognitive dysfunctions in human patients 

and a rat model of HD (Beste et al, 2015; 

Ligot et al, 2011; Nagel et al, 2015; Temel et 

al, 2006).  

HD progression and symptoms are 

recapitulated in transgenic mouse models 

(Pouladi et al, 2013) such as the R6/1 

mouse line that is widely used because of 

adult onset, slow disease progression and 

early cognitive deficits beginning at 3 

months of age followed by later motor 

impairments (Crook & Housman, 2011; 

Lebreton et al, 2015; Milnerwood et al, 2006; 

Pang et al, 2009). Moreover, various 

genome-wide gene expression analyses in 

the striatum of human and mouse models 

have shown that a number of differentially 

expressed genes are involved in 

neurotransmission, including GABAergic 

signalling (Kuhn et al, 2007; Seredenina & 

Luthi-Carter, 2012). GABAergic pathways 

dominate information processing in most 

areas of the basal ganglia (Galvan & 

Wichmann, 2007). Diversity in GABAergic 

signalling is due to several pre- and post-

synaptic factors and GABA handling in and 

around the synapse (Buddhala et al, 2009; 

Mortensen et al, 2011). However, although 

alteration of this system is linked to several 

neurological and neurodevelopmental 

disorders (Braat & Kooy, 2015; Luscher et 

al, 2011; Rudolph & Mohler, 2013), 

GABAergic signalling alteration in HD at the 

molecular level and outside the striatum is 

essentially unknown (Cepeda et al, 2013).  

Therefore, we analysed the extent of 

GABAergic system alterations in the R6/1 

mouse model at 2 months of age when the 

animals are defined as asymptomatic and at 

4 or 6 months when they are symptomatic. 

The expression of genes involved in 

GABAergic signalling as well as inhibitory 

synaptic transmission were analysed in the 

GPe. We found dramatic changes in the 

pallidal GABAergic inhibition already in 2-

month-old R6/1 mice. Then, to correlate 

these early changes with HD symptoms, we 

continuously monitored mice in their home 

cages from 2 to 4 months of age. We show 
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that while locomotor activity is not affected at 

2 months, the rest/activity rhythm is already 

altered at this young age. Taken together, 

we show that alteration of the GABAergic 

system and rest/activity pattern are early 

markers of HD, and suggest that they could 

be associated with sleep and cognitive 

disorders that appear before the onset of 

motor symptoms.  

 

Methods 
 

Male R6/1 transgenic mice and the age-

matched male wild type littermates were 

used in the experiments. They were from the 

crossbreeding of male R6/1 (C57/BL6 

background) and female C57/BL6 mice. This 

R6/1 line expresses exon 1 of human 

huntingtin gene with an expanded 116-126 

CAG trinucleotide repeats. All animals were 

genotyped by PCR with DNA extracted from 

tail specimens. The animals were housed 

with 12-12 hour light-dark cycle (light on at 8 

a.m.) and unlimited food/water access. 

 

Electrophysiology 
Slice preparation Twenty four mice were 

used for the electrophysiological recordings. 

Animals were anaesthetized with 

ketamine/xylazine and perfused 

transcardially with ice-cold modified artificial 

cerebrospinal fluid (ACSF), equilibrated with 

95% O2–5% CO2, containing (in mM): 230 

sucrose, 26 NaHCO3, 2.5 KCl, 1.25 

NaH2PO4, 0.5 CaCl2, 10 MgSO4, and 10 

glucose. The brain was removed, 

submerged in ice-cold modified ACSF and 

sectioned into 350 μm thick slices with a 

vibratome (VT1200S; Leica Microsystems, 

Germany) in the parasagittal plane. Slices 

containing GPe were then stored in ACSF 

equilibrated with 95% O2–5% CO2, and 

containing (in mm): 126 NaCl, 26 NaHCO3, 

2.5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 2 CaCl2, 2 MgSO4 

and 10 glucose.  

Whole-cell voltage-clamp recordings 

Single slices were transferred to a recording 

chamber, which was perfused continuously 

with modified ACSF heated to 32–34°C, 

equilibrated with 95% O2–5% CO2, and 

containing (in mM): 126 NaCl, 26 NaHCO3, 

3 KCl, 1.25 NaH2PO4, 1.6 CaCl2, 1.5 MgSO4 

and 10 glucose. GPe neurons were 

visualized with infrared gradient contrast 

video microscopy (Eclipse workstation; 

Nikon, Japan) and a ×63 water-immersion 

objective (E600FN, Nikon, Japan). Somatic 

patch clamp recordings were made using 

pipettes (impedance, 3–7 MΩ) prepared 

from borosilicate glass capillaries (G150–4; 

Warner Instruments, Hamden, CT, USA) 

with a micropipette puller (P-97; Sutter 

Instruments, Novato, CA, USA) and were 

filled with CsCl-based internal solution (in 

mm):135 CsCl, 3.6 NaCl, 1 MgCl2, 10 Hepes, 

0.1 EGTA, 0.4 Na2GTP, and 2 Mg1.5ATP, 2 

QX-314 (pH 7.2, 294 mosmol l−1) for the 

recording of miniatures and spontaneous 

IPSCs in voltage clamp mode.  

Data were recorded using a Multiclamp 

700B amplifier controlled by Clampex 9.0 

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

Signals were digitized at 20 kHz and low-

pass filtered at 6 kHz, respectively. Junction 

potential of CsCl-based internal solution 

filled electrodes was of 4 mV and was not 

corrected. Miniatures and spontaneous 

IPSCs were recorded at a holding potential 

of -60 mV. Series resistance was monitored 

by a step of −5 mV every 50 s. Data were 

discarded when the series resistance 

increased by >20%. Control (25.4 ± 1.10 

M, n= 61) and R6/1 (25.6 ± 2.53 M, n= 

61) groups of recordings had similar values 

for series resistances (P > 0.05; Mann-

Whitney U-test). Recordings were performed 

in the presence of 1 μM (2S)-3-[(1S)-1-(3,4-

dichlorophenyl)ethyl]amino-2-

hydroxypropyl)(phenylmethyl)phosphinic 

acid (CGP55845; Tocris Bioscience, Bristol, 

UK), 50 μM d-(–)-2-amino-5-

phosphonopentanoic acid (APV; Ascent 

Scientific, Cambridge, UK), 20 μM 6,7-

dinitroquinoxaline-2,3-dione (DNQX; Ascent 

Scientific) to block GABAB, NMDA and 

AMPA/kainate receptors, respectively. 

Miniatures IPSCs recordings were 

performed in the presence of 0.5-1µM of 

tetrodotoxin (TTX, Ascent Scientific). In 
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some recordings, 20 μM 4-[6-imino-3-(4-

methoxyphenyl) pyridazin-1-yl] butanoic acid 

hydrobromide (GABAzine/SR-95531) was 

applied to confirm that the remaining 

synaptic events were indeed sensitive to a 

selective GABAAR antagonist. Recordings 

and analyses of the data were done blind to 

the genotype of mice. IPSCs were detected 

and analysed off-line with the in-house 

software MiniDetection. 

 

Western blot 
350 µm acute slices from 3 to 4 animals of 

the same age and genotype were prepared 

as described above to dissect out and pool 

the GPe under a Nikon SMZ800 bright field 

microscope with SCHOTT KL1500 LCD 

illuminator. The RIPA buffer (Sigma-Aldrich, 

R0278) with protease inhibitor cocktail 

(Roche Diagnostics, 11836153001) was 

used for protein extraction at a ratio of 20 µL 

per milligram of tissue. The brain tissues 

were disrupted and homogenized by a 

sonicator (Ultrasons, Annemasse, France) 

on ice. The homogenates were centrifuged 

(1-15k, Sigma) at 13000 rpm for 30 minutes 

at 4 ˚C. The supernatants were collected as 

the total cell lysates. Protein concentration 

was measured with RC DCTM protein assay 

kit (BIO-RAD) according to manufacturer 

instructions. Samples were divided into 15 

µg protein aliquots and kept frozen until 

used. Samples were supplemented with 

loading buffer, proteins were separated on 

SDS-PAGE and revealed by Western 

blotting using specific antibodies (see 

below), and analysed as described 

(Chaumont et al, 2013).  

Antibodies. See supplementary table 1 

Quantitative real-time PCR (q-PCR)  
Globus pallidus tissue samples were 

homogenized in Tri-reagent (Euromedex, 

France) and RNA was isolated using a 

standard chloroform/isopropanol protocol 

(Chomczynski & Sacchi, 1987). RNA was 

processed and analysed following an 

adaptation of published methods (Bustin et 

al, 2009). cDNA was synthesized from 2 μg 

of total RNA using RevertAid Premium 

Reverse Transcriptase (Fermentas) and 

primed with oligo-dT primers (Fermentas) 

and random primers (Fermentas). q-PCR 

was performed using a LightCycler® 480 

Real-Time PCR System (Roche, Meylan, 

France). qPCR reactions were done in 

duplicate for each sample, using transcript-

specific primers, cDNA (4 ng) and 

LightCycler 480 SYBR Green I Master 

(Roche) in a final volume of 10 μl. The PCR 

data were exported and analyzed in an 

informatics tool (Gene Expression Analysis 

Software Environment) developed at the 

NeuroCentre Magendie. For the 

determination of the reference gene, the 

Genorm method was used (Bustin et al, 

2009). We analyzed multiple reference 

genes for normalization of the qPCR data: 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(Gapdh), actin-beta (Actb), 

hydroxymethylbilane synthase (Hbms) 

ribosomal protein L13a (Rpl13a) succinate 

dehydrogenase complex, subunit A (Sdha), 

ubiquitin C (Ubc), tyrosine 3-

monooxygenase/tryptophan 5-

monooxygenase activation protein, zeta 

(Ywhaz) eukaryotic translation elongation 

factor 1 alpha 1 (Eef1a1) , peptidylprolyl 

isomerase A (Ppia), tubulin, alpha 4a 

(Tuba4a), non-POU domain containing, 

octamer-binding (Nono) glucuronidase, beta 

(Gusb). Relative expression analysis was 

corrected for PCR efficiency and normalized 

against Gapdh and Ppia genes that were the 

most stably expressed. The relative level of 

expression was calculated using the 

comparative (2-∆∆CT) method (Livak & 

Schmittgen, 2001). Primer sequences are 

reported in supplementary table 2. 

 

Immunohistochemistry 
350 µm thick-slices prepared as described 

for electrophysiology were fixed in 4% 

paraformaldehyde for 30 minutes and 

processed into 16 µm-thick sections 

collected on gelatin-coated slides as 

described (Moragues et al, 2002; Schneider 

Gasser et al, 2006). For synapse 

quantification in the GPe, all 350 µm thick-

slices containing the GPe of one animal (4-5 
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slices) were collected. The slices from the 

same hemisphere were cut in order into 16 

µm thick sections on gelatin coated slides, 

one section each slide (60-80 sections for 

one hemisphere). All the sections were 

stored at -80 ˚C until used. One slide every 

10 were chosen for multiple-labelling of the 

presynaptic protein Vgat, postsynaptic α1 

GABAAR subunit. Counts were carried out 

on brains obtained from 3 mice for each age 

and each genotype. 

After 1 hour incubation in blocking solution 

containing phosphate-buffered saline (PBS), 

pH 7.4, 4% donkey serum and 0.3% Triton 

X-100 (Sigma), slides were incubated 

overnight at room temperature in primary 

antibodies (supplementary Table 1) diluted 

with the blocking solution. They were then 

rinsed in PBS and incubated for one hour in 

blocking solution containing a cocktail of 

secondary antibodies conjugated to 

fluorescent probes (Alexa-488, -568, or -

647-conjugated donkey anti-mouse, -rabbit, 

-guinea pig, or goat antibody; Jackson 

Immunoresearch). Sections were washed 

and coverslipped. Observation and 

acquisition were performed with Leica 

DM6000B microscope (Leica Microsystems, 

Mannheim, Germany) equipped with a 

Qimaging RETIGA EXI camera. The 

confocal microscope was a Leica SP8 WLL2 

on an upright stand DM6000, using objective 

HCX Plan Apo CS2 63X oil NA 1.40. The 

confocal microscope was equipped with a 

white light laser 2 (WLL2) with freely tunable 

excitation from 470 to 670 nm (1 nm steps). 

The scanning was done using either a 

conventional scanner (10Hz to 1800 Hz) or a 

resonant scanner (8000Hz). The microscope 

was composed of 2 internal PMT, 2 internal 

hybrid detectors and 1external PMT for 

transmission. For the quantification of 

synapses in the GPe, the mosaic scanning 

mode was chosen. The image stacks were 

made of 5 images spaced 0.29 µm in depth. 

To increase acquisition speed and 

sensitivity, the resonant scanning mode was 

used with two hybrid detection system and 

the 488 nm and 647 nm fluorescent probes 

were scanned the same time as there is no 

over-lap with these two channels. The 

stitched mosaic images were deconvolved 

with “Huygens professional” (Scientific 

Volume Imaging, The Netherlands) and 

analysed with “Imaris” (Bitplane scientific 

software, Switzerland). The quantification of 

synapses was performed as described 

before (Fogarty et al, 2013). During the 

analysis, “Spots detection” was used with 

“Estimated Diameter” at 0.5 µm (estimated 

diameter of synaptic compartment). In order 

to normalize different slides and make 

comparison between wild-type and R6/1 

mice, a fixed percentage of intensity median 

was applied to all of the images. When both 

of the pre- and post-synaptic “spots” were 

calculated, the function of “colocalize spots” 

was applied to quantify the number of 

colocalized particle pairs. The distance of 

particles from two different channels was set 

at less than 0.5 µm (estimated distance 

between pre- and post- synaptic regions) 

from the centers. These colocalized particle 

pairs were considered as synapses. All 

mosaic stacks from the same brain were 

used to calculate the average density of 

synapses by the equation: 𝐷 =(∑Ni) / 

(d*∑Si). D is the average density; Ni is the 

number of synapses from each mosaic 

stack; d is the depth of each stack; Si is the 

area of the GPe on each mosaic stack. 

 

Motion capture 
Passive retro-reflective markers (diameter 

7.9mm, weight <0.5g; B&L Engineering, 

Santa Ana, CA) were attached to each 

mouse that was single-housed in their home 

cage. Acquisition (5 Hz frequency) was 

performed using three OptiTrack Flex3 

cameras (Natural Point, Corvallis, OR) 

allowing to continuously record the position 

of each animal during dark and light phases. 

Acquisition and automated tracking software 

were obtained from MouvTech (Bayonne, 

France). Throughout the study, had 

unrestricted access to water and food, and 

were subjected to a daytime-night cycle of 

12 h / 12 h. 

Off-line analysis was performed using 

homemade software developed with Matlab 
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(Mathworks, Natick, MA). Activity/rest 

analysis from actigraphy data was 

performed using the MotionWare software 

(Cambridge Neurotechnology, Cambridge, 

UK) that applies existing published 

algorithms for actigraphy data 

measurements. The variables of interest 

included the fragmentation index (FI) which 

is an indication of the degree of 

fragmentation of the sleep period (Cosin et 

al, 2014). Furthermore, we also used the 

function of Non-Parametric Circadian 

Rhythm Analysis (NPCRA) which is included 

in the MotionWare software to analyse full-

days of data over several days. 

 

Statistical analyses 
All data are expressed as the mean ± 

standard error of the mean (SEM) and were 

analysed statistically with Graph-Pad Prism 

(GraphPad Software Inc.). In whole-cell 

voltage-clamp recording experiments, 

composite cumulative distributions of 

mIPSCs and sIPSCs were compared using 

Kolmogorov-Smirnov (K-S) test and 

population data were analysed by two-tailed 

Mann-Whitney U (M-WU) test. In motion 

capture experiments, Two-way ANOVA and 

Bonferroni post hoc test were performed. In 

Western blot, qPCR, image, brain weight, 

body weight, GPe volume analyses, 

unpaired two-tailed Student’s t-test was 

applied to compare difference between two 

groups. p< 0.05 was considered statistically 

significant. *, p<0.05, **, p<0.01 ***, 

p<0.001. 

 

 

Results 

The expression of proteins 

involved in GABAergic 

neurotransmission is altered in 

R6/1 mice  
To evaluate GABAergic neurotransmission 

during HD progression, we quantified 

expression levels of several indicators 

essential for GABAergic synaptic function 

using western blot on protein extracted from 

the GPe. Note that our data are 

representative of four (sometimes three) 

independent western blot analyses. 

Moreover, each individual analysis was 

performed with pooled GPe from at least 3 

mice of the same age and genotype. 

Therefore, we believe that our data 

represents the average protein expression of 

the different groups of mice and avoids 

individual variability. 

The expression level of the GABAAR α1 

subunit showed a significant decrease to 

67.6 ± 9.2% in the GPe of R6/1 mice at 2 

months (Fig. 1A). At 6 months, the decrease 

was 59.7 ± 5.8%. To corroborate this finding 

in the R6/1 model, we used the HdhQ111 

knock-in mouse that is genetically distinct 

from the R6/1 model and has a different 

disease progression phenotype (Crook & 

Housman, 2011; Pouladi et al, 2013). 

Western blot analysis on 8-month-old 

HdhQ111 mice reveals a statistically 

significant decrease to 78.2 ± 5.8 % of the 

α1 subunit expression level in the GPe (Fig. 

1B) in accord with data from the R6/1 mouse 

model. GABAARs are pentameric complexes 

that contain β1-3 as mandatory subunits. 

Therefore, the expression of these subunits 

may reflect the expression level of GABAARs 

as a whole. We then analysed β2, which 

displays considerably stronger expression 

than β1 and β3 in the GPe (Boyes & Bolam, 

2007; Hortnagl et al, 2013). A significant 

decrease of β2 was measured in the GPe of 

2- and 6-month-old R6/1 mice (70.9 ± 10.4% 

and 49.6 ± 8.4%, respectively, Fig. 1C). 

GABAARs present in synapses are 

associated with γ2 subunits (Luscher et al, 

2011). Expression of this subunit (Fig. 1D) 

showed a trending decrease in the GPe. 

Western blot analysis is an accurate way to 

assess gene expression downstream of 

transcriptional and translational regulation 

(Tian et al, 2004). However, this technique is 

hampered by the amount of tissue required 

and limitations of suitable antibodies. To 

validate and extend our findings, we 

performed quantitative PCR on mRNAs 

extracted from the GPe of 6-month-old mice. 

These data show a significant decrease in 
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the expression of the α1, β2 and γ2 subunits 

in the GPe, in agreement with western blot 

data (Fig. 1E). The expression of the γ1 

subunit that is abundant in the GPe (along 

with α1, β2 and γ2) is not modified as found 

for the moderately expressed α2 and α3 

subunits or the slightly expressed α5, β1 and 

β3 subunits (Fig. 1E). These data therefore 

validate and extend the results obtained by 

western blot analyses, suggesting a 

decrease of the number of α1β2γ2 receptors 

in the GPe. 

Because GABAergic neurotransmission is 

also regulated by presynaptic mechanisms, 

the expression level of proteins involved in 

GABA synthesis or release was measured. 

The level of GAD 65 was significantly 

decreased in the GPe of symptomatic R6/1 

mice (47.9 ± 4.3% Fig. 2A) while no 

significant changes were detected at 2 

months. The expression of GAD 67 was 

largely reduced in the GPe of both 2- and 6-

month-old R6/1 mice (43.3 ± 5.7% and 65.8 

± 7.7%, respectively, Fig. 2B). In addition, 

these data were corroborated with an 

antibody recognizing both GABA 

synthesizing enzymes GAD 65 and 67 

showing a significant decrease in the GPe at 

6 months (51.8 ± 7.4%, Fig. 2C). Expression 

of GAD 65 showed a trending decrease 

(84.1 ± 10.2%) and the expression of GAD 

67 was significantly reduced (54.9 ± 9.5%) in 

the GPe of Hdhq111 mice, in line with data 

from the R6/1 mouse model (Fig. 2D, E). We 

also performed quantitative PCR on mRNAs 

extracted from the GPe of 6-month-old mice 

showing a decreased expression of GAD 65 

and GAD 67 in the GPe of R6/1 mice (Fig. 

2F).  

The immunoreactivity of the vesicular 

transporter Vgat showed a significant 

reduction in the GPe of 2-month-old R6/1 

mice and a trending increase at 6 months 

(Fig. 2G). Gephyrin and neuroligin 2 are 

predominantly associated with inhibitory 

synapses (Fritschy et al, 2008; Poulopoulos 

et al, 2009). Our results showed that the 

expression of gephyrin was significantly 

decreased in the GPe of asymptomatic and 

symptomatic R6/1 mice (63.8 ± 1.7%, 71.4 ± 

10.0%, respectively; Fig. 2H). The 

expression level of NL2 was significantly 

decreased in the GPe at 2 months (72.5 ± 

9.6%) and at 6 months (60.3 ± 7.0%; Fig. 

2I). 

Thus, our analyses of GABAAR subunit 

expression and pre- and post-synaptic 

proteins of inhibitory synapses revealed an 

overall reduction of GABAergic markers in 

the GPe of presymptomatic and 

symptomatic R6/1 mice. 

 

GABAergic synaptic transmission 

is impaired in GPe neurons at 2 

and 6 months in R6/1 mice 
To determine whether there was an 

alteration in GABAAR-mediated synaptic 

transmission in the GPe of R6/1 mice, we 

recorded post-synaptic currents (IPSCs) in 

2-month- and 6-month-old R6/1 animals and 

aged-matched WT mice. 

First, we investigated action potential-

dependent GABAergic synaptic transmission 

by recording spontaneous IPSCs (sIPSCs). 

We found a significant decrease in the 

frequency and amplitude of spontaneous 

IPSCs in R6/1 mice compared with WT 

animals at 2 months and 6 months (Fig. 3). 

Cumulative distributions of sIPSCs inter-

event intervals were significantly shifted to 

the right (Fig. 3C, I), suggesting a reduction 

in the frequency of sIPSCs, and cumulative 

distributions of amplitude were significantly 

shifted to the left, indicating a reduction of 

the sIPSC amplitude Fig. 3D, J). The 

significant reduction in sIPSC frequency and 

amplitude in 2- and 6-month-old R6/1 mice 

was also observed in population data (Fig. 

3E-F, K-L). These results show an alteration 

of GABAergic synaptic transmission in the 

GPe of R6/1 mice and suggest that this 

alteration is present before the appearance 

of overt motor deficits and involves both pre- 

and post-synaptic elements. 

To determine if the alteration of GABAergic 

transmission was dependent on neuronal 

activity, we investigated quantal GABAergic 

transmission. Miniature post-synaptic 

currents (mIPSCs) were recorded in WT and 
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R6/1 animals at 2 and 6 months in the 

presence of tetrodotoxin (TTX), which blocks 

voltage-dependent sodium channels (Nav). 

Under these recording conditions, we found 

a significant decrease in the frequency but 

not the amplitude of mIPSCs in 2- (Fig. 4A-

F) and 6-month-old (Fig. 4I-N) R6/1 mice. 

Cumulative distribution plots showed a 

significant increase in mIPSC inter-event 

intervals (Fig. 4C, K) but no change in 

amplitude (Fig. 4D, L) in R6/1 mice 

compared with WT mice at both ages. The 

reduction in frequency but not in the 

amplitude of mIPSCs in 2- and 6-month-old 

R6/1 mice was also observed at the 

population level (Fig. 4E-F, M-N). We also 

analysed the kinetic parameters of mIPSCs 

and found that the decay was significantly 

slower in asymptomatic R6/1 mice 

compared with WT (Fig. 4G-H). Taken 

together, these results show an alteration of 

GABAergic neurotransmission that precedes 

the appearance of motor deficiencies. The 

alteration in frequency, amplitude and IPSC 

kinetics suggest both presynaptic and 

postsynaptic changes.  

To further analyse the anatomical basis for 

alteration in GABAergic neurotransmission 

in the GPe, the expression of Vgat and α1 

were analysed using high resolution 

microscopy. Neurotransmission relies on 

several factors including the number of 

synapses and connectivity pattern (Brickley 

& Mody, 2012). To appraise synapses in the 

GPe, we developed a strategy that 

combines multiple fluorescent labelling, high 

resolution imaging and image analyses of 

the entire GPe (Fig. 5A). We used these 

high resolution mosaic images (Fig. 5B) to 

quantify the number of GABAA synapses in 

WT and R6/1 mice in the entire GPe. 

Analyses (Fig. 5C) rely on the identification 

of Vgat- and α1-labelling as pre- and post-

synaptic objects, respectively. Compared 

with WT, the number of α1 objects at 2 

months in R6/1 mice decreased to 80.2 ± 

1.4% while the number of Vgat objects was 

not significantly different (94 ± 8.8 %). The 

number of α1 adjacent to Vgat or conversely 

Vgat to α1 decreased to 73.6 ± 2.8% and 

73.8 ± 2.8%, respectively. In 6-month-old 

R6/1 mice, the number of α1 and Vgat 

objects decreased to 57.9 ± 6.3% and 67.3 ± 

29.1%, respectively, and the number of α1 

adjacent to Vgat or conversely Vgat to α1 

decreased to 63.6 ± 12.0% and 58.8 ± 

11.6%, respectively. These data suggest no 

change in the synaptic input (Vgat clusters) 

but rather a decrease of synapse density 

(Vgat/α1) in the GPe of R6/1 mice both at 2 

and 6 months. 

 

Altered phenotypes of R6/1 mice 
Because GABAergic neurotransmission, a 

major signalling system in the brain, was 

already altered at 2 months, we searched for 

measures that could be associated with this 

alteration. Brain weight (Fig. 6A) of R6/1 was 

slightly but significantly reduced at 2 months 

(91% that of WT; WT: 0.435 ± 0.006 g; R6/1: 

0.400 ± 0.004 g; n=5) and at 6 months (75% 

that of WT; WT: 0.447 ± 0.006 g; R6/1: 

0.336 ± 0.043 g; n=8) in agreement with in 

vivo magnetic resonance imaging (Rattray et 

al, 2013). Using acetylcholinesterase 

(AChE) staining, we found that in R6/1 mice, 

the volume of the GPe (Fig. 6B) was 

significantly decreased at 6 months (90% 

that of WT; WT: 0.908 ± 0.025 mm3, R6/1: 

0.816 ± 0.027 mm3 n=8) but not at 2 months 

(WT=0.684 ± 0.015 mm3, R6/1=0.720 ± 0.02 

mm3 n=5). Decrease in body weight is also a 

hallmark of Huntington’s disease both in 

human and animal models (Lazar et al, 

2015; Pouladi et al, 2013). Mice (n=8, each 

genotype) were weighted from P46 and 

body weight gain was assessed from P60 to 

P114. P60 (WT: 3.648 ± 0.5021g; R6/1: 

3.633 ± 0.3857g), P74 (WT: 4.973 ± 0.5810; 

R6/1: 4.683 ± 0.2508), P87 (WT: 5.448 ± 

0.6018; R6/1: 5.383 ± 0.3439), P100 (WT: 

5.835 ± 0.6525; R6/1: 5.558 ± 0.5475), P114 

(WT: 6.591 ± 0.6675; R6/1: 4.633 ± 0.5988). 

These data (Fig. 6C) show a significant 

difference between WT and R6/1 mice 

between 3 and 4 months suggesting that 

early metabolic deficits in HD (Lazar et al, 

2015) are not present at 2 months in R6/1 

mice. 
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Alteration of locomotor activity and 

rest/activity are pathological hallmark of HD. 

We continuously recorded 2-month-old WT 

and R6/1 mice for a 2 month period in their 

home cages. This allowed us to avoid stress 

linked to frequent human interference and 

environmental changes and to monitor the 

activity of individual animals second by 

second (Fig. 7). For each animal, the daily 

activity could be visualized in actigrams, as 

presented in Figure 7A. The analysis of the 

total distance travelled during the dark 

period (Fig. 7B) indicated that the locomotor 

activity of R6/1 mice was not impaired as 

compared to WT littermates at 2 months. 

However, the total distance travelled was 

significantly reduced from 3 months of age 

and beyond. The total distance travelled 

during the light period was not significantly 

different between the genotypes (Fig. 7B). 

Interdaily stability, which quantifies the 

degree of regularity in the rest/activity 

pattern, was not different at 2 months (WT: 

0.732 ± 0.029, n=13; R6/1: 0.666 ± 0.048, 

n=10) but was significantly reduced at 3 

months (WT: 0.760 ± 0.037, n=9; R6/1: 

0.550 ± 0.054, n=9) and 4 months (WT: 

0.713 ± 0.043, n=8; R6/1: 0.390 ± 0.042, 

n=8; Fig. 7C). In contrast, the fragmentation 

index (Cosin et al, 2014), which indicates the 

degree of fragmentation of the rest/activity 

periods, was significantly altered in 2-month-

old R6/1 mice (WT: 65.14 ± 1.23, n=11; 

R6/1: 73.48 ± 1.42, n=10) and worsened at 

3 months (WT: 64.55 ±1.63, n=9; 

R6/1:79.51±1.92, n=9) and 4 months (WT: 

61.20 ± 2.13, n=8; R6/1: 80.36 ± 2.07, n=8; 

Fig. 8D). Taken together, these data showed 

that while locomotor, body weight, and 

circadian parameters were not yet affected, 

rest/activity parameters were already altered 

at 2 months. All of these parameters were 

altered at 4 months. 

 

 

Discussion 
To identify functional alteration 

associated with HD, we used molecular and 

electrophysiological tools and demonstrated 

decreased inhibitory synaptic currents and 

synapse number in the GPe showing that 

the GABAergic neurotransmission is 

impaired in this nucleus. Interestingly, 

alterations were evident as early as 2 

months and concomitant with significant 

changes of active/rest rhythm. Together, 

these data suggest that alterations of 

GABAergic neurotransmission may be 

instrumental in the early pathology of the 

disease.  

The major GABAAR in the brain is 

believed to consist of two α1-, two β2-, and 

one γ2-subunits (Luscher et al, 2011). These 

three subunits are highly expressed in 

human and rodent GPe (Gross et al, 2011; 

Hortnagl et al, 2013; Waldvogel et al, 1999). 

Our Western blot or qPCR analyses show 

decreased expression of α1, β2 and γ2 in 

the GPe of R6/1 mice suggesting a 

decrease in the number of α1β2γ2-

receptors. In addition, expression of 

enzymes involved in GABA synthesis 

(namely GAD-65 and -67) is also decreased. 

We similarly used HdhQ111 mice. This HD 

mouse model has been developed in a 

genetic context different from that of R6/1 

and it displays a mild phenotype and slow 

progression of the disease (Pouladi et al, 

2013). It is of note that expression of α1 

subunit and GAD 67 are also decreased in 

the GPe of 8-month-old HdhQ111 mice 

when cognitive, but not motor deficits are 

detected (Menalled, 2005; Yhnell et al, 

2015). Western blot analyses on R6/1 mice 

revealed also a decreased expression of the 

vesicular transporter Vgat involved in the 

synaptic release of GABA (Buddhala et al, 

2009). The expression of gephyrin and NL2, 

both involved in inhibitory synapse formation 

(Luscher et al, 2011) is also decreased.  

Eighty percent of pallidal GABAergic 

synapses arise from the striatopallidal 

pathway (Kita, 1994) and thus constitute the 

main source of inhibition of the GPe. 

Functional analyses of GABAergic currents 

in GPe neurons of R6/1 mice showed a 

reduction of sIPSCs and mIPSCs frequency 

suggesting a defect in the pre-synaptic 

release of GABA in 2- and 6-month-old R6/1 

mice. This reduction could be due, at least in 
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part, to the decreased expression of Vgat in 

2-month-old HD mice. However, in 2-month-

old and in 6-month old R6/1 animals our 

data suggest GABAergic (putatively 

striatopallidal) synapses are eliminated. 

First, we show a reduced expression of 

gephyrin and NL2 which are localized in 

post-synaptic and pre-synaptic terminals, 

respectively. Second, the amplitude of 

mIPSCs is not altered, suggesting that the 

number or receptors in individual synapses 

is not decreased. Lastly, the number of pairs 

of pre- and post-synaptic markers is 

decreased. Taken together, our results show 

a reduction of GABAergic synaptic 

transmission of the indirect pathway due to 

the addition of a functional deficiency of 

striatopallidal GABAergic input and a 

decreased number of synapses. Moreover, 

the decreased expression of α1-, β2-, and 

γ2-subunits and the modification of mIPSC 

kinetics in 2-month-old R6/1 mice suggest 

post-synaptic alterations of GABAAR subunit 

composition (Mody & Pearce, 2004). Our 

data in the GPe from R6/1 and HdhQ111 

mouse models are at odds with 

immunohistolabelling from human GPe 

(Allen et al, 2009). This difference could be 

due 

 to the fact that human brain tissues are 

obtained after the fatal outcome of the 

disease following decades of 

pharmacological treatments. Moreover, the 

GPe is thought to be hyperactive in animal 

models and human HD (Starr et al, 2008; 

Temel et al, 2006). Our data are in line with 

this hypothesis and indicate that impairment 

of the GABAergic inhibition might be 

involved in this hyperactivity. Interestingly, 

these data show that at 2 months, when 

R6/1 mice are assumed to be in a pre-

symptomatic phase, the GABAergic system 

is altered in the GPe suggesting that 

alteration in the GPe precedes the 

appearance of overt symptoms in the R6/1 

mouse model of HD.  

The finding that alterations of 

molecular and functional GABAergic 

transmission are already present at 2 

months in the GPe of the R6/1 model is 

surprising because cognitive deficits have 

been revealed only at 3 months (Brooks et 

al, 2012; Desplats et al, 2006; Milnerwood & 

Raymond, 2010; Rattray et al, 2013; Smith 

et al, 2006). Therefore, to link this alteration 

with behavioural changes and since a body 

of evidence suggests that the GPe has a 

central role in several brain functions, we 

monitored home cage activity over 2 months 

starting at 2 months of age. This condition is 

devoid of stress by novel test environments 

and human manipulation and may reveal the 

natural state of the animal model. The 

spatial resolution of this recording system 

enable the analysis of locomotor activity 

assessed by measuring distance travelled. 

These analyses showed that locomotor 

activity was decreased in 3 month-old R6/1 

mice suggesting that hypokinesia co-occurs 

with cognitive dysfunction as observed in 

human HD (Reedeker et al, 2010).  

The high temporal and spatial 

resolution of this videotracking system also 

enables the analysis of the rest/activity 

rhythm. It is established that assessment of 

activity/inactivity is well correlated with 

assessment of sleep by 

electroencephalogram and electromyogram 

(Fisher et al, 2012; Pack et al, 2007). The 

rest/activity rhythm was appraised in the 

present study using the fragmentation index 

applied in humans to provide reliable 

indication of sleep quality (Cosin et al, 

2014). As expected, the fragmentation index 

was decreased in 3- and 4-month-old R6/1 

mice. This alteration of activity/rest rhythm is 

similar to disturbed sleep patterns found in 

HD patients and mouse models (Fisher et al, 

2013; Goodman et al, 2011; Kantor et al, 

2013; Kudo et al, 2011; Morton et al, 2005; 

Wiegand et al, 1991). In addition, we have 

shown that when electroencephalograms 

are recorded in 11-week-old R6/1 mice, 

fragmented sleep with increased sleep-wake 

transitions are observed (Lebreton et al, 

2015). Surprisingly, at 2 months of age, 1 

month before locomotor impairment are 

detected, R6/1 mice exhibited a clear 

alteration of activity/rest rhythm suggesting 

that sleep is altered very early in this mouse 
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model of HD. It is of note that a very recent 

analysis have shown that sleep disturbance 

is an early symptom in premanifest human 

HD (Lazar et al, 2015). Even if we cannot 

establish a direct link between early 

alteration of GABAergic neurotransmission 

in the GPe and early rest/activity alteration, it 

is tempting to speculate that both changes 

are not independent. Indeed, recent findings 

establish a role for basal ganglia in the 

sleep/wake regulation (Lazarus et al, 2013), 

and lesions of the GPe in rat have a 

profound effect on sleep/wakefulness 

fragmentation (Qiu et al, 2010). Therefore, 

early alterations of GABAergic 

neurotransmission in the GPe and sleep 

disturbance, at the very least, may 

contribute to HD symptoms (Lebreton et al, 

2015; Morton, 2013; Wulff et al, 2010).  

To our knowledge, changes in the 

GABAergic system, and hence in 

GABAergic neurotransmission, are the first 

major system alterations identified at such 

an early stage of HD. Consequently, the 

GABA system may be a target to prevent 

sleep alteration and reduce the cognitive 

and psychiatric symptoms of this 

neurodegenerative disease (Mohler, 2011; 

Wulff et al, 2010). In addition, we suggest 

that for the early diagnosis or as a follow-up 

to initial medical care and to assess the 

efficacy of therapeutics, actigraphy in 

humans might be a useful and non-invasive 

biomarker of HD progression (Goncalves et 

al, 2015; Morton, 2013; Ross et al, 2014). 
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FIGURES 

 

Figure 1. Western blotting analysis and quantitative PCR of mRNAs performed on GPe 

extracts from 2 month- or 6 month-old mice. (A-D) Western blot visualized with GABAAR 

subunit antibodies. Membrane preparations extracted from globus pallidus were subjected to 

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and immunoblotted. A, Representative Western blot 

(out of four) shows α1 subunit immunoreactivity (top panel). The blot was also probed for 

GAPDH as loading control. The bar graphs represent the means of four independent 

experiments and show α1 subunit expression after normalization to the corresponding 

expression of GAPDH; ratio measurement in wild type (WT, unfilled bars) was set at 100% 

compared to ratio in R6/1 mice (black bars). B, Expression of α1 subunit in the GPe of 8-

month-old HdhQ111 mice (n=4). C, Expression level of β2 subunit in 2-month- and 6-month-

old R6/1mice (n=4). D, Expression of γ2 subunit in the GPe of 6-month-old R6/1 mice (n=3). 

E,. The expression of mRNAs encoding α1-5, δ, β1-3, and γ1-2 GABAAR subunits in 6-month 

old WT and R6/1 mice was normalized against GAPDH and peptidylprolyl isomerase A 

expression. Results are expressed as relative expression of R6/1 versus WT. Data are 
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means with SEM values of 3 WT and 3 R6/1 performed in duplicate. *p< 0.05; **p<0.01; 

***p<0.001. 

 

Figure 2. Western blotting analysis on GPe extracts from 2 month- or 6 month-old 

mice with pre-synaptic marker or adhesion protein antibodies. Membrane preparations 

were subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and immunoblotted. A, 

Representative Western blot out of four shows GAD 65 immunoreactivity (top panel). The bar 

graphs represent the means of four independent experiments and show GAD 65 expression 

after normalization to the corresponding expression of GAPDH; ratio measurement in wild 

type (WT, unfilled bars) was set at 100% compared to ratio in 2-month-old R6/1 mice (n=4) 

and at 6 months (n=4). B, Expression of GAD 67 in the GPe of 2- and 6-month-old R6/1 mice 

(n=4). C, labelling with an antibody recognizing both GABA synthetizing enzymes GAD 65 

and 67 (n=3). D, E, Expression of GAD 65 and GAD 67 in the GPe of 8 month old WT and 

HdhQ111 (hatched bars) mice (n=4). F, Quantitative PCR of mRNAs on GPe extracts from 6-

month-old WT and R6/1 mice. The expression of mRNAs encoding GAD 65, GAD 67, Vgat, 

Gephyrin, and Neuroligin 2 (NL2) was normalized against GAPDH and peptidylprolyl 

isomerase A expression. G, Vesicular transporter Vgat immunoreactivity experiments in 2- 

month-old mice (n=4) and 6-month-old R6/1 mice (n=4). H, Anchoring protein gephyrin 

immunoreactivity in 2- (n=4) and 6-month-old (n=3) R6/1 mice. I, Labelling with an antibody 

recognizing neuroligin 2 in the GPe of 2- and 6-month-old mice (n=3). *p< 0.05; **p<0.01; 

***p<0.001. 
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Figure 3. Spontaneous GABAergic transmission in GPe neurons is altered in R6/1 

mice at 2 and 6 months. A-B,. Representative traces showing spontaneous Inhibitory post-

synaptic currents (sIPSCs) recorded in GPe neurons from WT (A) and R6/1 (B) mice aged of 

2 months. C,D. Composite distributions indicating that there is a significant increase (p < 

0.05) in sIPSCs interevent intervals (C) and a significant reduction in amplitude (D) in R6/1 

mice (red traces) compared to WT mice (black traces) at 2 months. E-F, Population data 

summarizing the reduction of frequency and amplitude of sIPSC in R6/1 mice aged of 2 

months. G-H,. Representative traces showing sIPSCs recorded in GPe neurons from WT (G) 

and R6/1 (H) mice aged of 6 months. I-J, Composite cumulative distributions indicating that 

there is a significant increase (p < 0.05) in interevent intervals in sIPSCs from R6/1 mice (red 

trace) compared to WT mice (black trace) at 6 months J. The cumulative probability of sIPSC 

amplitude depicting that there is a significant decrease (p < 0.05) in the amplitude of sIPSCs 

from R6/1 mice (red trace) compared to WT mice (black trace) at 6 months K-L, Population 

data summarizing the reduction of frequency and amplitude of sIPSC in R6/1 mice aged of 6 

months.  
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Figure 4. Quantal GABAergic transmission in GPe neurons is reduced in R6/1 mice at 

2 and 6 months. A-B,. Representative examples of miniature inhibitory post-synaptic 

currents (mIPSCs) recorded in GPe neurons from WT (A) and asymptomatic R6/1 (B) mice 

aged of 2 months. C, D. Composite cumulative distributions indicating that there is a 
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significant increase (p < 0.05) in mIPSCs interevent intervals in R6/1 mice (red trace) 

compared to WT mice (black trace) at 2 months (C) but no difference in mIPSCs amplitude 

(D). E-F, Population graphs showing the significant reduction in mIPSCs frequency (p < 0.05) 

and the absence of modification of mIPSCs amplitude between R6/1 and WT mice aged of 2 

months. G: Superimposed traces of normalized mIPSCs obtained from 2 month-old WT 

(black) and R6/1 (red) mice. H: Graph summarizing mIPSCs kinetics. I-J, Representative 

examples of miniature inhibitory post-synaptic currents (mIPSCs) recorded in GPe neurons 

from WT (I) and symptomatic R6/1 (J) mice aged of 6 months. K-L. Composite cumulative 

distributions showing that there is a significant increase (p < 0.05) in mIPSCs interevent 

intervals in R6/1 mice (red trace) compared to WT mice (black trace) at 6 months (K) but no 

difference in mIPSCs amplitude (L). M, N. Population graphs showing the significant 

reduction in mIPSCs frequency (p < 0.05) and the absence of modification of mIPSCs 

amplitude between R6/1 and WT mice aged of 6 months. O: Superimposed traces of 

normalized mIPSCs obtained from 6 month-old WT (black) and R6/1 (red) mice. P: Graph 

summarizing mIPSCs kinetics. The numbers of recorded neurons are indicated in the column 

bars.  
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Figure 5. High resolution imaging of the whole GPe and quantitative analysis of the 

number of GABAergic synapses. Fluorescent double-labelling for GABAAR α1 subunit (α1, 

red) and vesicular transporter (Vgat, green) in sagittal sections of mouse brain. A, the whole 

GPe in brain sections from 2-month-old WT and R6/1 mice imaged by creating a mosaic of 

high resolution images. B, zoom in images from mosaic images (shown in A) display Vgat-, 

α1-, and merge-labelling (white frame detailed in far-right inset). Clusters of Vgat (arrowhead) 

or α1 (arrow) were identified as green or red puncta, respectively; synapses were identified 

as juxtaposed Vgat-α1 puncta (empty arrowheads). C, Quantitative analysis of α1, Vgat 

puncta (left panels) and α1 juxtaposed to Vgat or Vgat juxtaposed to α1 (right panels). Str, 

Stiatum, SI, Substantia innominate, VP, ventral pallidum. Scale bars, 200 µm (A) or 5 µm 

(B).*p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
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Figure 6. Phenotypic alteration of R6/1 mice. A, brain weight of 2- (WT n=5, R6/1 n=5) 

and 6-month-old (n=8) mice. B, Acetylcholinesterase labelling was used to measure the GPe 

volume of 2-month-old WT (n=5) and R6/1 littermates (n=8) as well as of 6-month-old WT 

and R6/1 littermates (n=7). C, Mice were weighted from P46 and body weight gain was 

assessed from P60 to P114. A significant difference between WT and R6/1 mice was 

revealed at 4 months. ± SEM. *p< 0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
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Figure 7. Locomotor activity and rest/activity rhythm. Individual animal activity was 

continuously recorded from 2 to 4 months of age. A, Representative instantaneous activity 

patterns during a 24 hours (12-12 hour light-dark) period of 2- and 4-month-old WT and R6/1 
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mice. Sample bins on the X axis were 1 s. B, Locomotor activity was assessed as the mean 

distance travelled during the light- or dark-period (upper and bottom panels, respectively) of 

WT and R6/1 mice. Normal locomotor activity of R6/1 mice was significantly lost during dark 

periods at the age of 85 days (indicated by an asterisk) and beyond. C, Interdaily stability; 

full-days of data over several days were used to quantify the degree of regularity in the 

Activity-Rest pattern. A value of 0 indicates a total lack of rhythm and a value of 1 indicates a 

perfectly stable rhythm. D, The fragmentation index is an indication of the degree of 

fragmentation of the sleep period, and is used as an indication of sleep quality. *p< 0.05; 

**p<0.01; ***p<0.001. 
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Discussion gé né ralé ét Pérspéctivés : 

L’objectif global de ma thèse a été d’étudier les changements moléculaires du système 

GABAergique dans le GPe pouvant participer aux modifications de l’activité des neurones 

pallidaux observées dans différentes pathologies caractérisées par des symptômes moteurs 

hypokinétiques comme dans la MP ou hyperkinétiques comme dans la MH. 

Dans un premier temps, les données de la littérature suggèrent que des modifications de la 

transmission GABAergique sont responsables de l’hypoactivité du GPe dans la MP. 

Cependant il n’existe à ce jour que peu de données dans la littérature supportant cette 

hypothèse. L’objectif principal de mon travail de doctorat a donc été d’étudier la transmission 

GABAergique au niveau du GPe dans un modèle animal de la MP, le rongeur 6-OHDA, afin 

d’identifier les mécanismes synaptiques responsables de l’hypoactivité des neurones du 

GPe. 

I. Origine de l’hypoactivité du GPe durant la 

MP: 
Pour commencer, la MP est caractérisée par une hypoactivité des neurones du GPe dont 

l’origine n’est cependant pas connue. Plusieurs données supportent une augmentation de la 

transmission GABAergique dans ce noyau pouvant expliquer cette diminution de décharge 

pallidale. Ces études relatent une augmentation de décharge des neurones D2-MSNs 

striato-pallidaux (Kita & Kita ; Mallet et al, 2006), un élargissement des synapses striato-

pallidales (Ingham et al, 1997) ainsi qu’une augmentation de la puissance de transmission 

synaptique entre les neurones pallidaux sans modification du fonctionnement des synapses 

STR-GPe (Miguelez et al, 2012). Les concentrations de GABA extracellulaires sont 

également anormalement élevées dans le GPe (Ochi et al, 2000) et le patron et la fréquence 

de décharge pallidale sont largement modifiés (Abdi et al, 2015; Dodson et al, 2015 ; Mallet 

et al, 2012 ). En effet, alors que chez les animaux témoins l’activité pallidale globale est 

relativement régulière et non corrélée, l’activité des neurones du GPe diminue et devient 

synchronisée donnant lieu à l’émergence d’ondes β entre le GPe et le NST suite à une 

déplétion du système dopaminergique. L’ensemble de ces données sont en faveur d’une 

augmentation de transmission GABAergique au sein du GPe dans la MP. De manière 

alternative, il a également été montré que la déplétion dopaminergique provoque une 

réduction significative de l’excitabilité des neurones du GPe (Chan et al, 2011). Nous avons 

donc voulu, dans un premier temps, comprendre l’origine du changement d’activité pallidale 
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durant la MP en testant d’une part la perte d’excitabilité des neurones pallidaux 

prototypiques et d’autre part un changement des entrées inhibitrices extrinsèques en 

provenance du STR. 

1.  Altérations intrinsèques 

Hypothèse 1 : La perte d’excitabilité des neurones du GPe peut-elle être la 

cause d’une hypoactivité pallidale en condition parkinsonienne? 

Pour ce premier point, il a fallu tout d’abord tenir compte du fait que le globus pallidus est 

composé de 2 populations neuronales majoritaires, les neurones prototypiques et les 

neurones arkypallidaux, dont l’activité est différemment affectée suite à une déplétion 

dopaminergique. En effet, alors que les neurones arkypallidaux subissent peu de 

changements d’activité suite à la déplétion en dopamine, les neurones prototypiques ont un 

taux de décharge plus lent et moins régulier accompagné d’un changement important de leur 

patron d’activité. En effet, alors qu’ils ont une activité régulière tonique faiblement couplée 

aux ondes lentes corticales chez le rat contrôle anesthésié, ils présentent un patron de 

décharge composé de pause et avec un couplage en anti-phase avec les ondes lentes 

corticales (SWA) chez le rat 6-OHDA (Abdi et al, 2015; Dodson et al, 2015 ; Mallet et al, 

2012 ). La population des neurones prototypiques est donc celle dont l’activité est la plus 

affectée par la déprivation dopaminergique. Nos enregistrements de l’activité spontanée des 

neurones PV+ du GPe, qui représentent 80% des neurones prototypiques, sur tranches 

aigües de souris témoins et lésées à la 6-OHDA montrent que ces neurones ne perdent pas 

leur caractère pacemaker après une dépletion dopaminergique. Nos résultats révèlent plutôt 

que les neurones prototypiques PV+ enregistrés chez les souris lésées, ont une fréquence 

de décharge qui est augmentée comparée à celle des souris contrôles. Ces données 

suggèrent donc que la diminution de fréquence et le patron de décharge rythmique et 

synchronisé des neurones PV+ du GPe qui apparaissent suite à la déplétion en dopamine ne 

sont pas la conséquence d’une perte de leurs propriétés de décharge autonome. A l’inverse, 

nous remarquons que la décharge spontanée de ces neurones est augmentée in vitro après 

une lésion dopaminergique, suggérant la mise en place de mécanismes homéostatiques 

visant à compenser leur réduction de décharge in vivo. Une publication récente (Hernandez 

et al, 2015) est en accord avec ce résultat et suggère que ce serait les neurones exprimant 

le facteur de transcription NPas1 (soit les neurones arkypallidaux) qui subiraient une perte 

d’excitabilité après une déplétion dopaminergique.
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2. Modifications extrinsèques 

Hypothèse 2 : L’hyperactivité striatale peut-elle expliquer l’hypoactivité 

pallidale en conditions parkinsoniennes ? 

Etant donné que les principales entrées inhibitrices du GPe proviennent du STR, nous avons 

testé si l’augmentation de décharge striatale pouvait expliquer l’hypoactivité pallidale. Afin 

d’adresser cette question, nous avons collaboré avec le laboratoire du Dr Bevan à Chicago, 

qui a réalisé des enregistrements extracellulaires dans le striatum et le GPe. Pour identifier 

les neurones MSN de la voie indirecte, la méthode de « tagging » optogénétique a été 

utilisée. Cette méthode consiste à utiliser l’activation des opsines pour identifier la nature des 

neurones enregistrés. En effet dans notre cas, nous avons utilisé la lignée de souris 

DRD2Cre transfectée avec un vecteur viral cre-dépendant exprimant ArchT, une pompe à 

proton dont l’activation par une lumière jaune inhibe l’activité neuronale (Han, 2012 ; 

Kandori, 2015). Ainsi, les MSN peuvent être caractérisés en fonction de leur réponse à la 

lumière. Les enregistrements réalisés ont permis de révéler une hyperactivité des neurones 

D2-MSN après une lésion dopaminergique. A notre connaissance, c’est la première fois que 

l’hyperactivité des neurones D2-MSN est mise en évidence sur le plan expériemental. 

Ensuite, nous avons montré que l’inhibition des D2-MSNs par ArchT conduit à une élévation 

de fréquence et de régularité de la décharge des neurones prototypiques PV+ chez les 

souris 6-OHDA et restaure ainsi un patron d’activité régulier identique aux souris témoins. 

Cette expérience démontre ainsi le lien entre l’hyperactivité des neurones striataux de la voie 

indirecte et l’activité pathologique des neurones prototypiques du GPe. Ces données 

suggèrent que chez les animaux déplétés en dopamine, l’augmentation de l’inhibition des 

MSNs de la voie indirecte sur les neurones PV+ du GPe est une cause majeure de leur 

changement d’activité (Figure 43). 

3. L’inhibition tonique pallidale :  

A. Découverte d’une inhibition tonique GABAergique dans 

le GPe en condition parkinsonienne : 

Nous avons également mis en évidence la présence d’une inhibition tonique GABAergique 

dans les neurones du GPe uniquement chez les animaux ayant subi une déplétion du 

système dopaminergique. Cela suggère que le GABA extracellulaire connu pour être 

anormalement élevé dans le GPe en condition parkinsonienne, déborde de la fente 

synaptique. La conséquence est une activation des récepteurs GABAA extra-synaptiques qui 

donne lieu à une inhibition tonique GABAergique aberrante dans cette structure. Un tel 
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phénomène a déjà été montré dans d’autres structures comme le le STR et le thalamus en 

condition physiologique et pathologique (Ade et al, 2008; Cope et al, 2009) 

 

A1 Caractérisation moléculaire de l’inhibition tonique pallidale observée en 

condition parkinsonienne: 

De manière intéressante, nos résultats révèlent que cette IT est indépendante de l’activité 

neuronale puisque cette dernière persiste en présence de tétrodotoxine (TTX), un inhibiteur 

de canaux sodique dépendant du potentiel. Ces données suggèrent que l’IT que nous 

observons, n’est pas la conséquence de l’augmentation de libération de GABA due à 

l’hyperactivité STR-GPe ou en provenance des synapses pallidales, mais est plutôt la 

conséquence de modifications à l’échelle des synapses GABAergiques pallidales. Nous 

avons alors décidé de tester des modifications fonctionnelles de ces synapses telles qu’une 

surexpression des récepteurs GABAA extra-synaptiques ou un défaut de fonctionnement des 

transporteurs du GABA (Cope et al, 2009). Bien que nos expériences d’électrophysiologie 

révèlent que l’IT pallidale n’est pas due à une sur-expression des récepteurs GABAA, nous 

démontrons par ces manipulations que l’IT que nous observons est médiée par des 

récepteurs GABAA-δ comme c’est souvent le cas dans beaucoup de structures cérébrales. 

Contrairement au striatum (Ade et al, 2008; Janssen et al, 2009) et au cortex (Clarkson et al, 

2010) où l’IT peut également être médiée par des récepteurs GABAA contenant la sous-unité 

α5, nos résultats suggèrent que dans le GPe, les récepteurs GABAA-α5 ne sont pas 

impliqués dans l’apparition du courant tonique. De plus, nos données suggèrent également 

que les récepteurs GABAA-δ sont présents sur les neurones du GPe en condition 

physiologique mais qu’ils ne sont pas activés. En revanche, chez les animaux 6-OHDA, le 

THIP (1µM) n’induit pas d’augmentation de l’amplitude du courant tonique ce qui indique que 

l’IT que nous observons n’est pas due à une sur-expression des récepteurs GABAA-δ extra-

synaptiques. Les données de la littérature sont controversées quant à la présence de la 

sous-unité δ dans le GPe de souris (Hortnagl et al, 2013 ; Waldvogel & Faull, 2015). Il est 

possible que le niveau d’expression de cette sous-unité soit sous le seuil de détection 

immunohistochimique. De plus, lors de nos expériences, nous avons utilisé le THIP, un 

agoniste des récepteurs GABAA contenant la sous-unité δ (GABAA-δ) à une concentration de 

1µM ainsi que des souris transgéniques où la sous-unité δ a été invalidée (souris δ-/-). Une 

concentration ≤ au micromolaire est considérée comme sélective des récepteurs GABAA 

contenant la sous-unité δ (Drasbek et al, 2007; Meera et al, 2011 ). Après avoir identifié la 

nature des récepteurs GABAA responsables de l’IT dans le GPe, nous avons entrepris de 

manipuler les systèmes de recapture du GABA afin de déterminer leur implication dans 



224 
 

l’apparition de l’IT chez les animaux déplétés en dopamine. Les transporteurs du GABA 

(GATs) recyclent le GABA vers le neurone présynaptique et la glie, évitant ainsi une 

activation excessive des récepteurs GABAA synaptiques et extra-synaptiques. De manière 

intéressante, l’IT a été décrite une seule fois dans le GPe suite au blocage pharmacologique 

des GATs en condition physiologique (Jin et al, 2011a) ce qui suggère leur rôle primordial 

dans le maintien des concentrations extracellulaires de GABA au niveau de ce noyau. Dans 

le GPe, GAT-1 est retrouvé au niveau des terminaisons pré-synaptiques et aussi au niveau 

de la glie alors que GAT-3 est exclusivement localisé sur la glie. Nos expériences de blocage 

pharmacologique des transporteurs neuronaux (GAT-1) et gliaux (principalement GAT-3) du 

GABA indiquent que l’IT pallidale est sous le contrôle de ces transporteurs chez des 

animaux contrôles et que leur fonctionnement est dérégulé chez les rats 6-OHDA. Les 

expériences de recapture du GABA suggèrent que la fonction de GAT-1 n’est pas altérée 

chez les rats 6-OHDA. A l’inverse, il se produit une augmentation de l’activité de GAT-1 

montrant qu’il recapture plus efficacement le GABA. Ce résultat suggère la mise en place 

d’un mécanisme compensatoire visant à contrebalancer l’excès de GABA pallidal. En ce qui 

concerne GAT-3, alors que le blocage de son activité révèle une IT en condition contrôle, 

cette manipulation ne modifie pas l’amplitude de l’IT chez les rats parkinsoniens, ce qui 

suggère que le système de recapture glial est défaillant. Ce résultat électrophysiologique a 

été conforté par nos expériences de Western blot montrant une diminution significative du 

niveau d’expression de GAT-3 dans le GPe des rats 6-OHDA. Ce résultat est cohérant avec 

de précédentes études montrant qu’un défaut de recapture des transporteurs du GABA est 

responsable d’une IT au niveau des noyaux thalamiques ventraux de rats épileptiques, bien 

que dans ce cas, il s’agisse d’un défaut de recapture de GABA par GAT-1 (Cope et al, 2009 ; 

Pirttimaki et al, 2013). L’ensemble de ces résultats nous laisse à penser que l’IT observée 

dans le GPe en condition parkinsonienne est due à l’accumulation de GABA dans l’espace 

extra-synaptique à cause d’un défaut de recapture par le transporteur glial GAT-3 donnant 

lieu à l’activation des récepteurs GABAA contenant la sous-unité δ. Pour apporter une preuve 

supplémentaire et indéniable, il serait maintenant intéressant d’enregistrer directement le 

courant GABAergique à travers les transporteurs GAT-3 en allant patcher les astrocytes , 

comme cela a été fait dans le thalamus pour les épilepsies (Pirttimaki et al, 2013). De 

surcroit, il est également connu que dans le GPe de différents modèles animaux et de 

patients parkinsoniens, il se produit une astrogliose (Charron et al, 2014) suggèrant une glie 

réactive. De plus, le taux d’adénosine provenant de la consommation d’ATP notamment 

produit par la glie, est élevé dans le GPe et le blocage du récepteur à l’adénosine A2A réduit 

le taux anormalement élevé de GABA extracellulaire et les symptômes moteurs chez les rats 

6-OHDA ajoutant un argument en faveur d’une réaction astrocytaire. De ce fait, il serait 

également prometteur de pousser les investigations sur la morphologie des astrocytes. 
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L’utilisation de la microscopie STED (stimulated-emission-depletion ou déplétion par 

émission stimulée) pourrait nous permettre d’identifier un changement morphologique de la 

synapse tripartite due à une potentielle rétractation des pieds astrocytaires participant à 

l’accumulation de GABA dans l’espace extracellulaire par l’éloignement des transporteurs 

GAT-3.  

 

A2. Implication fonctionnelle de l’IT dans l’excitabilité des neurones pallidaux : 

Notre équipe a mis en évidence l’existence de plusieurs populations neuronales dans le GPe 

(Abdi et al, 2015), et nous nous sommes demandés si tous les types neuronaux du GPe 

pouvaient avoir une IT. Nous avons donc enregistré le courant tonique dans les différentes 

populations neuronales pallidales identifiées. Les données obtenues chez les souris témoins 

révèlent que le courant tonique est présent à la fois dans les neurones prototypiques et 

arkypallidaux suite à l’augmentation artificielle du niveau de GABA extracellulaire par le 

blocage des transporteurs GAT-1. Ce résultat suggère ainsi que toutes les populations 

neuronales possèdent des récepteurs GABAA extra-synaptiques capables d’engendrer un 

courant tonique. Maintenant, il serait intéressant de réaliser ces expériences sur des souris 

6-OHDA et de comparer l’amplitude du courant tonique présent dans les différentes 

populations neuronales en condition pathologique. Pour finir, afin de connaître l’impact de 

l’IT sur l’excitabilité pallidale, nous avons enregistré en patch perforé l’activité électrique des 

neurones du GPe en réponse à des créneaux dépolarisants. Le patch perforé permet 

d’enregistrer l’activité neuronale sans modifier le milieu intracellulaire du neurone. De plus, 

nous avons utilisé comme antibiotique la gramicidine qui forme des pores uniquement 

perméables aux cations monovalents, ce qui permet de préserver les concentrations de 

chlores intracellulaires intactes. En comparant la fréquence de décharge en situation 

contrôle et suite au blocage du courant tonique par l’application de GABAzine, nous avons 

pu mettre en évidence une augmentation significative de la fréquence de décharge des 

neurones du GPe en réponse à des créneaux de courants dépolarisants. Ces données 

suggèrent que l’IT à une action inhibitrice dans le GPe, contrairement à ce qui a été observé 

dans l’hippocampe, où elle peut avoir une action excitatrice (Song et al, 2011). En revanche, 

le même type d’action inhibitrice de l’IT a été mise en évidence dans le striatum, où 

l’amplitude du courant tonique présent physiologiquement dans les D1-MSNs et D2-MSNs 

réduit leur excitabilité neuronale (Ade et al, 2008). Le potentiel d’inversion du chlore dans les 

neurones pallidaux est d’environ -80mV (Miguelez et al, 2012) et comme le potentiel de 

repos des neurones du GPe est d’environ -60 mV, l’activation des récepteurs GABAA 

entraîne une entrée de chlore dans les neurones du GPe et a donc une action 
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hyperpolarisante et inhibitrice sur l’activité de ces neurones . En conclusion, nos résultats 

montrent que le courant tonique participe à l’hypoactivité des neurones du GPe chez les 

animaux déplétés en dopamine (Figure 43). 

 
Figure 43: Schéma récapitulatif des résultats obtenus (Article 1 et 2) montrant les 
modifications se produisant à l’échelle du réseau et des synapses GABAergiques dans le GPe 
chez des modèles animaux de la MP, les rongeurs lésés à la 6-OHDA 

 

II. Modifications GABAergiques dans le GPe 

chez les souris R6-1, modèle de la MH : 
 

Dans le contexte de ma thèse, j’ai également réalisé une collaboration avec le Dr Maurice 

Garret où nous avons démontré par l’utilisation de l’électrophysiologie in vitro, des 

modifications de transmission GABAergique dans le GPe de souris R6/1, une souris 

transgénique modèle de la maladie de Huntington. 

La MH est une maladie neurodégénérative caractérisée par des mouvements anormaux 

nommés « chorées » et une akinésie (Browne & Beal, 2004; Martin & Gusella, 1986 ). Ces 

symptômes sont à mettre en lien avec la lésion fondamentale de la MH qui est la 
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dégénérescence des MSNs striataux notamment ceux de la voie indirecte des GB, projetant 

sur le GPe (Deng et al, 2004; Graveland et al, 1985a ; Reiner et al, 1988 ). Certaines 

altérations caractéristiques de la MH ont été observées chez les patients et les souris 

transgéniques, modèles de la MH incluant les souris R6/1 que nous avons utilisées pour 

cette étude. Cependant, les modèles animaux présentent peu de mort neuronale. C’est 

grâce à cette observation, qu’il a été suggéré que les troubles comportementaux ne 

proviendraient non pas de la mort neuronale, ou du moins pas dans les phases précoces de 

la maladie, mais dans un premier temps d’un dysfonctionnement des circuits neuronaux. De 

nombreuses données corroborent maintenant cette hypothèse. Etant donné que le STR et le 

GPe sont majoritairement composés de neurones GABAergiques, nous nous sommes 

concentrés sur l’altération de la transmission GABAergique entre ces deux noyaux. Comme 

la MH est une maladie neurodégénérative progressive, il pourrait être bénéfique de 

comparer les altérations entre les stades pré-symptomatiques et symptomatiques. C’est 

pourquoi, nous avons utilisé ce modèle de souris R6-1 qui présente un grand avantage. 

L’apparition des premiers symptômes se produit vers l’âge de 4 mois et les souris sont 

complétement symptomatiques à l’âge de 6 mois. Leur durée de vie est supérieure à 8 mois, 

ce qui nous a permis de mettre en lien des modifications précoces du système GABAergique 

se conservant à l’âge symptomatique, avec l’apparition des premiers symptômes moteurs. 

En raison de l’étroite connectivité entre le STR et le GPe, une altération de fonctionnement 

des MSNs striataux dans la MH peut potentiellement affecter les propriétés des neurones 

pallidaux. De plus, le GPe semble être une cible d’étude prometteuse dans la MH puisque sa 

manipulation peut améliorer les symptômes moteurs et cognitifs de la maladie (Ayalon et al, 

2004 ; Ligot et al, 2011). 

Dans cette étude nous avons mis en évidence de nombreux changements du système 

GABAergique aux stades pré-symptomatiques et symptomatiques de la MH chez les souris 

R6-1. Nous pouvons notamment noter suite aux expériences de Western blot, des 

modifications de l’expression des sous-unités composant les récepteurs GABAA telle qu’une 

diminution d’expression des sous-unités α1 et β2 dans le GPe aux stades pré-

symptomatiques (2 mois) et symptomatiques (6 mois). Comme ces sous-unités sont les plus 

abondantes dans le GPe, cette constatation indique que le nombre de récepteurs GABAA 

peut éventuellement être réduit même à l'âge pré-symptomatique. Il est cependant possible 

que la diminution de ces sous-unités soit compensée par d’autres sous-unités qui pourraient 

remplacer les sous-unités manquantes dans les récepteurs GABAA. De manière 

contradictoire, Il a été reporté dans le cerveau post-mortem de patients atteints de la MH, 

que l’expression des sous-unités α1, β2, β3 et y2 dans le GPe est considérablement 

augmentée, tandis que celle de la géphyrine est inchangée (Allen et al, 2009 ; Thompson-
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Vest et al, 2003 ; Waldvogel & Faull, 2015). Nous avons aussi constaté la réduction de 

l’expression de protéines post-synaptiques spécifiques des synapses GABAergiques telles 

que la neuroligin 2 (NL2) et la géphyrine à 2 mois et 6 mois. La géphyrine est la principale 

protéine d'échafaudage permettant l’ancrage des récepteurs synaptiques au niveau des 

synapses inhibitrices et NL2 est une protéine d’adhésion cellulaire permettant la formation et 

la maintenance des synapses. D’autre part, nous avons également détecté une réduction 

d’expression de GAD67 dans le GPe de souris R6/1 à 2 et 6 mois et de GAD65 plutôt à 6 

mois, indiquant que la synthèse de GABA semble réduite même à un âge pré-

symptomatique. Ce résultat correspond à une étude d'hybridation in situ qui a montré une 

diminution de l'ARNm de GAD67 dans le GPe de souris R6/2 (Gourfinkel-An et al, 2003). En 

outre, nous avons observé un changement biphasique d'expression de VGAT dans le GPe 

de souris R6/1: une réduction significative de l'expression à 2 mois, suivie d'une tendance à 

la hausse à 6 mois. Le mécanisme de cette modification de VGAT n’est pas clair en raison 

des liens complexes et des divers sous-types de neurones dans le GPe. La diminution de 

l’expression de VGAT à l'âge pré-symptomatique peut être associée à une diminution de la 

GAD67; l’augmentation de VGAT à 6 mois peut être due à un mécanisme de compensation 

de la réduction de GAD65 car il est rapporté que la GAD65 peut former un complexe avec 

VGAT pour la régulation de la synthèse et de libération de GABA (Jin et al, 2003).  

Nous avons également réalisé des expériences d’électrophysiologies sur tranches aigües de 

cerveaux de souris R6-1 à 2 mois et 6 mois dans l’optique de corréler les changements 

moléculaires obtenus à des changements de transmission GABAergique. Nos analyses 

électrophysiologiques ont montré une diminution significative de la fréquence et de 

l'amplitude de sIPSCs (courants postsynaptiques inhibiteurs spontanés) dans le GPe des 

souris R6/1 par rapport aux souris témoins à 2 mois et 6 mois. Cette observation indique que 

l'altération de la transmission synaptique GABAergique est présente dans le GPe avant 

l'apparition des symptômes moteurs. De plus, cette altération semble impliquer les éléments 

à la fois pré et post-synaptiques. Ceci est en accord avec nos résultats de Western blot 

suggérant une diminution d’expression des récepteurs GABAA et de réduction de la capacité 

de synthèse du GABA. Nous avons également étudié les mIPSCs (courants postsynaptiques 

inhibiteurs miniatures) dans le GPe de souris R6/1. Les résultats ont montré une diminution 

de la fréquence, mais pas d’amplitude des mIPSCs aux deux âges, pré-symptomatiques et 

symptomatiques. Ces données indiquent que l’altération de la neurotransmission 

GABAergique dans le GPe de souris R6/1 semble principalement due à des altérations pré-

synaptiques même si nous remarquons également une modification des paramètres 

cinétiques des mIPSCs impliquant alors des modifications de l’élément post-synaptique, 

probablement liés à la modification de la nature des récepteurs GABAA synaptiques.  
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Afin de déterminer d’éventuelles modifications des connexions synaptiques GABAergiques 

dans le GPe, nous avons combiné des expériences immunohistochimies avec l'imagerie 

confocale et la juxtaposition d’image mosaïque afin de quantifier le nombre de synapses 

GABAergiques dans les deux types de souris, contrôles et R6/1. Par la co-localisation du 

marquage de la sous-unité α1 (étant exclusivement post-synaptique) et de VGAT (étant 

exclusivement pré-synaptique), nous avons défini les synapses GABAergiques du GPe. Les 

observations semblent indiquer que le nombre total de synapses GABAergiques est réduit 

dans le GPe de souris R6/1 à 2 mois et à 6 mois. Cela correspond aux observations que 

nous avons pu faire par les expériences de Western blot et d'électrophysiologie où l’on 

montre une diminution générale de la transmission GABAergique dans le GPe. Dans leur 

ensemble, ces résultats montrent que la transmission GABAergique dans le GPe est réduite 

de manière précoce, à un stade asymptomatique chez les souris R6/1 et que cette réduction 

est maintenue au stade symptomatique. Cette réduction de transmission GABAergique 

semble due à une réduction du nombre de synapses GABAergiques. 
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