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RESUME

Les ganglions de la base (GB) forment une boucle complexe avec le cortex et le thalamus qui est
impliquée dans la sélection de I'action et le contréle du mouvement. Les activités oscillatoires synchronisées dans
le réseau des GB ont été proposées comme pouvant jouer un réle essentiel dans la coordination du flux de
I'information au sein de ces circuits neuronaux. Ainsi, leur dérégulation dans le temps et I'espace pourrait devenir
pathologique. Dans la maladie de Parkinson (MP), I'expression anormalement élevée d’oscillations neuronales
comprises dans les gammes de fréquences beta (8, 10-30 Hz) serait la cause des déficits moteurs (akinétique et
bradykinétique) de cette maladie. Cependant, les réseaux neuronaux a l'origine des oscillations 8 et I'implication
physiopathologique de celles-ci restent encore inconnus. Le noyau sous-thalamique (NST) est un carrefour
anatomique des GB situé au centre de réseaux potentiellement impliqués dans I'émergence de ces états hyper-
synchronisés. L’objectif de cette thése était de déterminer le réle causal des principales entrées du NST (i.e. le
cortex moteur, le globus pallidus, et le noyau parafasciculaire du thalamus) dans le maintien et la propagation des
oscillations B. Pour cela, nous avons développé des approches de manipulation optogénétique combinées a des
enregistrements électrophysiologiques in vivo dans un modéle rongeur de la MP. L’ensemble de nos travaux
démontre la contribution respective des différents circuits neuronaux interrogés et souligne I'importance du globus
pallidus dans le contrdle de la propagation et du maintien des oscillations B dans 'ensemble de la boucle des GB.

Mots clés : Maladie de Parkinson, Oscillations B (beta), ganglions de la base, globus pallidus, cortex moteur,
noyau parafasciculaire du thalamus, optogénétique, électrophysiologie in vivo, marquage juxtacellulaire.

ABSTRACT

The basal-ganglia (BG) form a complex loop with the cortex and the thalamus that is involved in action
selection and movement control. Synchronized oscillatory activities in basal-ganglia neuronal circuits have been
proposed to play a key role in coordinating information flow within this neuronal network. If synchronized
oscillatory activities are important for normal motor function, their dysregulation in space and time could be
pathological. Indeed, in Parkinson’s disease (PD), many studies have reported an abnormal increase in the
expression level of neuronal oscillations contain in the beta () frequency range (15-30 Hz). These abnormal
oscillations have been correlated with two mains symptoms of PD: akinesia/bradykinesia. However, which BG
neuronal circuits generate those abnormal B oscillations, and whether they play a causal role in PD motor
dysfunction is not known. The subthalamic nucleus (STN) is a key nucleus in BG that receives converging inputs
from the motor cortex, the parafascicular thalamic nucleus and the globus pallidus. Here, we used a rat model of
PD combined with in vivo electrophysiological recordings and optogenetic silencing to investigate how selective
manipulation of STN inputs causally influence BG network dynamic. Our data highlight the causal role of the

globus pallidus in the generation and propagation mechanisms of abnormal 3-oscillations.

Key-words: Parkinson’s disease, B oscillation (Beta), basal ganglia, globus pallidus, motor cortex, parafascicular

thalamic nucleus, optogenetics, in vivo electrophysiology, juxtacellular labelling.
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INTRODUCTION

Chez les mammiféeres, le contrdle du mouvement est assuré par un réseau complexe
de neurones du cortex moteur (mCx) et des ganglions de la base (GB). Ces derniers forment
un ensemble de structures sous-corticales interconnectées qui composent, via le thalamus,
une boucle anatomo-fonctionnelle avec le cortex (Cx). Nous l'appellerons dans la suite du
manuscrit : boucle Cortex-Ganglion de la base (bCGB). En plus du contréle locomoteur, les
bCGB sont impliqguées dans des fonctions associatives, cognitives et limbiques. C’est
pourquoi, elles sont classiquement subdivisées en 4 circuits paralleles qui partagent la
méme organisation générale : les circuits limbigue, cognitif/associatif (ou préfrontal),
oculomoteur et moteur (figure 1). La spécificité de ces boucles est assurée par la
ségrégation anatomique en territoires fonctionnels ; répartis au sein de chacune des
structures qui composent le réseau. Chez 'homme, par exemple, les régions corticales
motrices (aire motrice supplémentaire, les cortex moteurs, moteur primaire et pré-moteurs)
sont interconnectées avec les régions dorsolatérales des GB (figure 1B). D’'une maniere
générale, les quatre bCGB ont une architecture anatomo-fonctionnelle relativement similaire
dans laquelle le cortex est la source principale des informations intégrées par les GB (figure
2A). Ces derniers sont classiguement décrits comme composés de deux structures
d’entrées : le striatum et le noyau sous-thalamique (NST); de deux structures intermédiaires :
la substance noire compacte (SNc) et le globus pallidus externe (GP); de structures de
sortie : la substance noire réticulée (SNr) chez le rongeur et le globus pallidus externe (GPi)
chez le primate. Ces noyaux sont pour la plupart GABAergiques, a I'exception du NST qui
est glutamatergique et de la SNc qui est dopaminergique (DAergique). Dans une vision
classique de l'organisation des GB, le flux dinformations corticales est transmis aux
différents noyaux des GB via des voies d’intégration distinctes : les voies directe, indirecte et

hyperdirecte (figure 2A).
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Figure 1 : Les différentes boucles cortex-ganglions de la base
(A) Coupe coronale d’un cerveau humain illustrant la localisation sous-corticale des GB.
(B) Les boucles cortex-GB (bCGB) forment des circuits paralléles qui impliquent pour chacune des structures des

territoires fonctionnels distincts. Figures modifiées d’aprés Obeso et al. (2014).

La ségrégation de ces voies se réalise principalement au niveau des structures
d’entrée : le striatum et le NST. En effet, les neurones de projection du striatum, appelés
neurone épineux de taille moyenne (Medium Spiny neuron ou MSN pour l'abréviation
anglaise), sont subdivisés en deux populations distinctes : les MSN de la voie directe (ou
dMSN) et ceux de la voie indirecte (ou iIMSN). Ces deux sous-populations different par
'expression de récepteurs DAergiques distincts et par les cibles sur lesquelles ils projettent.
Les dMSN expriment les récepteurs dopaminergiques D1 et projettent sur les structures de
sortie pour former la voie directe. La voie indirecte est constituée par les iIMSN qui expriment
les récepteurs DAergiques D2 et projettent sur le GP, lui-méme interconnecté au NST. Ce
dernier est connecté a la SNr. Enfin, la voie hyperdirecte est constituée de neurones du

cortex qui projettent directement sur le NST (figure 2A).
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Figure 2 : Organisation anatomique et fonctionnelle des ganglions de la base

(A) Représentation schématique des GB selon le modéle classique (figure de gauche). La stimulation électrique
du cortex induit une réponse triphasique des neurones enregistrés dans la SNr (figure de droite). Pour les
explications se référer au texte.

(B) Le modele de sélection de I'action proposé par Mink. Pour les explications se référer au texte.

Les figures ont été modifiées a partir de (Kolomiets et al. 2003; Bronfeld & Bar-Gad 2011)

D’un point de vue général, le réseau des GB est caractérisé par une convergence
des informations sur les structures de sortie sur le plan anatomique et fonctionnel (Deniau et
al. 2007). La convergence anatomique est caractérisée par une diminution croissante du
nombre de neurones et de synapses au sein de chaque structure lorsque I'on se déplace du
striatum au NST (Oorschot 1996; Wilson 2013). La convergence fonctionnelle est bien visible
lorsqu’une stimulation électrique est réalisée dans le mCx. En effet, les neurones de la SNr
et du GPi ont une réponse séquentielle bien particuliére appelée réponse triphasique (figure
2A, Kolomiets et al. 2003). La premiére phase consiste en une réponse excitatrice rapide qui
résulte de l'activation des neurones du NST par la voie hyperdirecte. Cette excitation est
suivie d’'une inhibition (deuxiéme phase) qui est la conséquence de l'activation des dMSN.

Enfin, I'activation de la voie indirecte induit une troisitme phase qui est excitatrice. Dans une



situation physiologique, l'intégration des informations corticales est donc le résultat d’'un
transfert complexe de l'information qui est temporellement organisé au sein des GB. A
linverse, dans une situation pathologique telle que la maladie de Parkinson (MP), la perte
des neurones de la SNc induit des altérations drastiques du transfert de l'information dans
les GB qui aboutissent a la désorganisation spatio-temporelle de 'ensemble de ces circuits
et entraine des déficits moteurs trés invalidants (Kita & Kita 2011). Par la suite, hous verrons
notamment qu’un type dactivité électrophysiologique, appelé oscillations neuronales
synchronisées, pourrait étre a l'origine de ces désorganisations fonctionnelles de la bCGB

dans la MP.

Dans cette thése, nous nous intéresserons principalement a la boucle motrice qui est
impliquée dans I'élaboration, l'initialisation et I'exécution des mouvements volontaires. Dans
la premiére partie, nous décrirons en détail les caractéristiques anatomo-fonctionnelles des
différentes structures qui composent les GB ainsi que les principales afférences qui
modulent leurs activités. Dans une seconde partie, nous aborderons les aspects fonctionnels
de la bCGB pour mieux comprendre comment les activités oscillatoires au sein de ce réseau,
peuvent jouer un rdle physiologique important. Dans la troisieme partie, nous nous
intéresserons a la MP et aux différentes altérations électrophysiologiques associées. Nous
nous focaliserons principalement sur les oscillations B hyper-synchronisées qui pourraient

jouer un réle majeur dans le développement des symptdomes moteurs de la MP.
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I. Organisation anatomique des ganglions de la base

Dans cette premiére partie de l'introduction, nous allons nous attacher a expliquer de
fagon précise 'organisation anatomique des ganglions de la base. Dans un premier temps,
nous décrirons leur anatomie au travers des structures d’entrée, du réle de relai du globus
pallidus et des structures de sortie. Dans un second temps, nous nous attacherons a

identifier les principales afférences et efférences des ganglions de la base.

.1 Les structures d’entrée

1.1.1 Le striatum

Le striatum est la principale structure d’entrée du réseau des ganglions de la base. lI
recoit des innervations de la quasi-totalité des aires corticales, a I'exception des aires
visuelles primaires, mais également du thalamus et de la substance noire compacte (Parent
& Hazrati 1995b; Kolomiets et al. 2001). Chez le primate, il est constitué du noyau caudé, du
putamen et du noyau accumbens qui sont divisés par la capsule interne (Haber 2003). Les
projections cortico-striatales définissent des territoires moteurs, limbiques et associatifs
(Haber 2003). Chez le rongeur, ces subdivisions fonctionnelles sont réparties selon I'axe
dorso-ventral. Du point de vue cellulaire, le striatum a une structure complexe constituée de
neurones de projections, d’interneurones cholinergiques (ChAT) et GABAergiques. Ces
cellules forment des micro-réseaux, ou modules, qui sont répartis dans I'ensemble du

striatum.

1.1.1.1 Les neurones de projections du striatum

Les neurones de projections du striatum sont appelés neurones épineux de taille
moyenne. Pour plus de facilité, nous utiliserons I'abréviation anglaise MSN. lIs sont
GABAergiques et représentent 95 % des cellules striatales chez le rat et 75-80 % chez le

primate (Tepper et al. 2007). In vivo, les MSN sont quasiment silencieux et ont besoin

11



d’entrées excitatrices convergentes pour émettre des potentiels d’action (PA). En I'absence
de toutes entrées synaptiques excitatrices, I'expression de canaux potassiques rectifiant
entrants (Kir2) maintient la membrane a un potentiel proche de celui du potentiel d’équilibre
du K+, appelé « état bas ». Les MSN sont alors dans un état trés éloigné du potentiel de
déclenchement des PA (Nisenbaum & Wilson 1995; Gerfen & Surmeier 2011). A linverse, si
les entrées excitatrices convergent suffisamment, les Kir2 s’inactivent et le potentiel
membranaire se dépolarise. Les MSN se retrouvent donc dans un état proche du seuil de
déclenchement des PA que I'on nomme « état haut ». Ce dernier dure plusieurs centaines
de millisecondes et constitue une période au cours de laquelle les PA peuvent étre généreés.
Il apparait que les propriétés membranaires permettent aux MSN de jouer le rble d’un filtre
d’entrée du réseau des GB. Nous verrons dans les chapitres suivants, que ce « filtre

striatal » est altéré au cours de la MP du fait de la déplétion DAergique.

Les MSN sont divisés en deux sous-populations : ceux de la voie directe (dMSN) et
ceux de la voie indirecte (ou iIMSN, Gerfen et al. 1990). De nombreux arguments permettent
de justifier cette classification. Premierement, des études montrent que les iIMSN projettent
sur le GP (Fujiyama et al. 2011) alors que les dMSN contactent préférentiellement le GPi et
la SNr (Wu et al. 2000; Parent et al. 1995). Deuxiemement, ces deux populations de MSN
sont différentes sur le plan morphologique. Il a récemment été montré que la surface et la
longueur de I'arborisation dendritique des dMSN sont plus importantes que celles des iIMSN.
Ceci a pour conséquence de rendre les IMSN plus excitables (Gertler et al. 2008; Planert et
al. 2013). Néanmoins, une étude in vitro a montré que la DA a des effets opposés sur les
MSN, ce qui a pour conséquence de rééquilibrer la différence d’excitabilité membranaire
(Planert et al. 2013). Ces sous-populations de MSN difféerent également sur le plan
moléculaire. Alors que les iIMSN expriment les récepteurs DAergiques D2 et le neuropeptide
enképhaline, les dMSN expriment majoritairement des récepteurs DAergiques D1 et la
substance P (Le Moine & Bloch 1995). Chez le rongeur, cette distinction est plutét claire

dans le striatum puisque seulement 5 % des neurones co-localisent pour les différents
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marqueurs moléculaires. Comme nous l'avons vu précédemment, cette dichotomie a un
impact fonctionnel important sur l'activité des MSN et de ses structures cibles. En effet, la
libération de DA va permettre I'activation des récepteurs D2 et diminuer I'excitabilité des
iIMSN via I'activation de protéines G inhibitrices. A I'inverse, I'activation des récepteurs D1 va
augmenter l'activité des dMSN par l'activation de protéines G activatrices. De plus, la DA
facilite la transmission des synapses glutamatergiques de la voie directe alors qu’elle
déprime celles de la voie indirecte (Gerfen & Surmeier 2011; Surmeier et al. 2014). Ainsi, la
DA a des effets distincts sur I'excitabilité des iIMSN et des dMSN mais également sur

l'intégration des entrées glutamatergiques (Mallet et al. 2006).

L'ensemble de ces données suggere que les MSN sont des neurones de projection
relativement silencieux en condition basales, dont l'activité de décharge est finement
modulée par la convergence spatio-temporelle des entrées excitatrices, GABAergiques et
DAergiques. Nous verrons dans les chapitres suivants que la déplétion DAergique dans la
MP altére ce filtre striatal, entrainant une désorganisation de I'activité des GB qui pourrait

étre a l'origine de I'émergence d’oscillations synchronisées pathologiques.

1.1.1.2 Les interneurones du striatum

Les interneurones du striatum jouent un réle majeur dans l'intégration des entrées
synaptiques et dans la modulation de I'activité des MSN. Les interneurones non-épineux
ou « aspiny », représentent la majorité des interneurones striataux (3-4 %). lls sont
GABAergiques et leurs propriétés électrophysiologiques sont encore méconnues. Parmi eux,
nous décrirons brievement les interneurones parvalbumines puis les neurones

cholinergiques.

Les interneurones parvalbumines aussi appelés interneurones a PA rapide ou
« fast-spiking interneurons » (FSI). Cette dénomination provient de leur capacité a
atteindre, in vitro, des fréquences trés élevées (200-300 Hz) en réponse a des injections de

courant, ceci avec trés peu ou sans adaptation de la fréquence de décharge (Tepper et al.
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2010). lls recoivent majoritairement des synapses asymeétriques, elles-mémes originaires,
pour I'essentiel, du cortex. Les FSI apparaissent aujourd’hui comme la cible privilégiée des
neurones prototypiques GABAergiques du GP (Saunders et al. 2016; Bevan et al. 1998). lIs
ciblent majoritairement les dendrites proximales des MSN et sont capables de controler
puissamment leur activité (Mallet et al. 2005). En effet, les FSI évoquent de larges potentiels
post-synaptigues inhibiteurs (IPSP) qui peuvent, avec une sommation temporelle adaptée,

bloquer complétement l'activité des MSN (Tepper et al. 2010).

Les neurones cholinergiques (ChAT, pour Choline acetyltransferase) sont les
interneurones du striatum les plus étudiés. lls représentent entre 0,5 et 1 % des neurones
striataux (Tepper et al. 2010) et sont souvent qualifiés d’interneurones géants du striatum a
cause de leur large corps cellulaire. Leur décharge est tonique (3-5 Hz), réguliére ou en
bouffées, c’est pourquoi ils sont également appelés TAN (Tonically Active Neurons, Tepper
et al. 2010). Ces neurones regoivent environ 60 % de contacts synaptiques GABAergiques
qui proviendraient majoritairement des MSN, des interneurones striataux, de laire
tegmentale ventrale mais aussi du GP (Gonzales & Smith 2015). Les entrées excitatrices ne
représentent que 20 % des contacts synaptiques et sont issues majoritairement du thalamus
intralaminaire (Doig et al. 2014). Bien que peu nombreux, il semble aujourd’hui que ces
interneurones jouent un rdle majeur dans la régulation des microcircuits striataux en
permettant notamment de réguler la plasticité des synapses cortico-striatales. En effet, ils
innervent les MSN et les terminaisons des axones cortico-striataux et apparaissent comme
des acteurs majeurs de l'intégration des entrées thalamiques (Ding et al. 2010). Il a aussi été
montré que l'inhibition de I'activité des ChAT chez une souris modéle de la MP, est a 'origine
de I'amélioration d’'un syndrome parkinsonien (Maurice et al. 2015). Ainsi, et malgré leur
faible proportion, ces interneurones pourraient jouer un réle majeur dans la physiopathologie

de nombreux troubles neurologiques et notamment dans I'expression clinique de la MP.

Le striatum est donc constitué de modules ou micro-réseaux batis autour des MSN.

La levée du «filtre striatal » dépend de linteraction entre de nombreux acteurs dont va

14



découler I'activité des GB. Nous verrons dans les chapitres suivants, que les symptémes

moteurs de la MP résultent de la désorganisation de I'activité de ces modules striataux.

1.1.2 Le noyau sous-thalamique

1.1.2.1 Généralités

Le NST est le second point d’entrée majeur des GB. C’est également la seule
structure glutamatergique du réseau. Il est formé par une population de neurones toniques
relativement homogéne (Bolam et al. 2009). Il est délimité en territoires moteur, associatif et
limbique chez 'lhomme, le primate et le rongeur (Janssen et al. 2010; Haynes & Haber 2013;
Lambert et al. 2012). Au vu de sa connectivité, le NST constitue une interface sur laquelle
convergent différentes voies fonctionnelles. Il recoit une innervation GABAergique massive
provenant du GP mais également de nombreuses autres structures telles que le Cx (voie
hyperdirecte), le thalamus intralaminaire ou encore la SNc (Hammond et al. 2007). Le NST
projette dans les régions proximales de tous les GB (Bolam et al. 2009; Koshimizu et al.
2013). Il a été montré qu’une stimulation électrique de ce noyau induit des réponses
excitatrices similaires dans le GP, la SNr et 'EP (Ammari et al. 2010). Le NST innerve
également le Cx (Degos et al. 2008) et le striatum (rat :Carter 1982; Kita & Kitai 1987;
Koshimizu et al. 2013 ; chat : Beckstead 1983; primate : Parent & Smith 1987; Sato et al.
2000; Smith & Wichmann 2015; Smith et al. 1990). Il est donc capable de relayer des
informations a I'ensemble du réseau. Ces données sont en accord avec la théorie de Kitai &
Kita (1987) qui postule que le NST est la « force directrice » ou « driving force » du réseau

des GB puisqu'’il est capable de moduler I'activité des sorties GABAergiques du réseau.
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1.1.2.2 Propriétés électrophysiologigues du NST

In vivo, les neurones du NST sont toniques et présentent 3 types de patrons de
décharge (régulier, irrégulier et en bouffées) dont I'occurrence varie en fonction de I'état
physiopathologique, de I'espéce, du type d’anesthésie et des états cérébraux. Dans I'état
physiologique, les neurones du NST sont entrainés par les rythmes corticaux et leurs
décharge est, dans la majorité des cas, irréguliére. Etonnamment, I'activité irréguliére n’est
jamais enregistrée in vitro (Wilson & Bevan 2011). En tranche, les neurones du NST sont
toniques (5-15 Hz) et leur patron de décharge est essentiellement régulier ou en bouffées
(Bevan et al. 2002; Bevan et al. 2007). L’étude précise de leurs propriétés membranaires a
révélé que lintervalle entre les PA (ISI) au cours d'une décharge spontanée, et par
conséquent la régularité, est principalement contrélé par les amplitudes d’'un courant entrant
dépolarisant et d'une hyperpolarisation post-PA. La genése du PA est majoritairement
contrblée par I'ouverture d’'un canal sodique voltage dépendant, le Nav, qui est en équilibre
constant avec des courants potassiques persistants. Cette dépolarisation entraine I'activation
de canaux calciques voltage dépendant (les Cay 2.2) a l'origine d’une entrée intracellulaire
de calcium. Ces cations vont alors activer le canal SK (canal potassique a faible
conductance dépendante du calcium) a l'origine d’'une bréve hyperpolarisation post-PA qui
réactive les canaux Nav. Les courants induits par les canaux SK ne s’accumulent pas dans le
temps. C’est pourquoi, lorsque ces neurones sont dépolarisés brievement (<1 sec.), ils ne
présentent pas d’adaptation de la fréquence de décharge et peuvent atteindre des
fréquences de plus de 150 PA/sec, comme rencontrées au cours du comportement. Des
canaux inactifs au cours d’une décharge spontanée, conférent aux neurones du NST des
propriétés membranaires bien différentes. Effectivement, en réponse a une hyperpolarisation
forte, ces canaux se dé-inactivent et permettent aux neurones d’émettre des bouffées, des
potentiels plateaux mais également des rebonds post-inhibition (Terman et al. 2002). Les
principaux canaux impliqués sont le HCN et les canaux calciques voltage dépendant de type

T ou de classe 3 (Cav3). Ces propriétés membranaires et notamment les rebonds post-
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inhibition sont des outils de synchronisation formidables pour les afférences inhibitrices. En
effet, les entrées pallidales induisent de forts IPSP dépendants des récepteurs GABA-A qui
sont capables de remettre complétement a zéro I'activité des neurones du NST (Bevan et al.
2002; Bevan et al. 2006). Ce mécanisme a été proposé pour expliquer la formation de
rythmes oscillatoires au sein du micro-réseau GP-NST (Plenz & Kital 1999) d’autant que ces

rebonds sont retrouvés dans la majorité des neurones du NST (Bevan et al. 2006).

.2 La substance noirs compacte et les innervations dopaminergiques

des ganglions de la base

La SNc est constituée d’'une majorité de neurones DAergiques. Ce sont des neurones
relativement lents qui adoptent une décharge en bouffées lors d’épisodes comportementaux
(Dodson et al. 2016; Howe & Dombeck 2016). La SNc recoit des afférences GABAergiques
du striatum, du GP, de la SNr ; et des entrées glutamatergiques du NST, du Cx et du noyau
pédunculopontin (Bjorklund & Dunnett 2007). Elle projette massivement dans les GB et
notamment dans le striatum. L'innervation DAergique des GB est essentielle au bon
fonctionnement de la bCGB. En effet, la dégénérescence de la SNc au cours de la MP est a
l'origine d’'une désorganisation de l'activité électrophysiologique du réseau, elle-méme
déterminante dans l'expression des symptdmes moteurs de la MP (Rodriguez-oroz et al.

2009; Ellens & Leventhal 2013).

Il est classiquement admis que l'innervation DAergique du striatum moteur
provient des neurones de la voie nigro-striée et notamment de la SNc (Bjorklund & Dunnett
2007). Cette innervation est massive car un neurone de la SNc est capable d’innerver
environ 1 mm? de tissu striatal et son axone peut s’étendre sur =50 cm (Matsuda et al. 2009).
L’innervation DAergique du striatum n’est pas spécifique puisque ses terminaisons tapissent
'ensemble du striatum et établissent des synapses symétriques, pré et post-synaptiques,

avec tous les types neuronaux du striatum (Moss & Bolam 2008). En outre, la DA libérée par
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une terminaison diffuse en dehors des synapses (Gonon et al. 2000) et agirait dans une
sphére d’influence de plusieurs pm de diamétre par transmission volumique (Moss & Bolam
2008). Il nous apparait donc que la spécificité de la réponse DAergique dans le striatum ne
peut étre réalisée que par I'expression de récepteurs DAergiques différents comme observé

dans les MSN.

Les neurones DAergiques projettent également sur des compartiments extra-
striataux. Des fibres DA traversent le GP chez toutes les espéces (Hegeman et al. 2016)
mais les varicosités axonales qui établissent des contacts synaptiques sont trées peu
nombreuses (Rodrigo et al. 1998; Eid & Parent 2015). Aujourd’hui, le rble de ces projections
est inconnu, d’autant que les effets électrophysiologiques de la DA dans le GP sont tres
hétérogénes (Mamad et al. 2015). La modulation dopaminergique du GP est probablement
indirecte et pourrait impliquer des régulations présynaptiques des terminaisons

striatopallidales en réduisant la libération de GABA (Cooper & Stanford 2001).

Le NST est interconnecté avec les neurones DAergigues mésencéphaliques. Chez
'homme, le primate et le rat, il recoit des afférences directes de la SNc et de la VTA
(Campbell et al. 1985; Hassani et al. 1997; Cragg et al. 2004; Hamani et al. 2004). Elles
s’étendent dans I'ensemble du NST et contactent majoritairement la base des épines
dendritiques (Hamani et al. 2004). La DA libérée induit une dépolarisation des neurones du
NST et une augmentation de la fréquence de décharge par un mécanisme de régulation de
'amplitude des IPSP (Shen & Johnson 2000; Cragg et al. 2004). La DA libérée dans le NST
pourrait donc jouer un réle majeur dans la régulation de I'excitabilité membranaire mais aussi

dans l'intégration des autres entrées synaptiques.
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I.3 Le globus pallidus externe : un simple relais ?

Le GP a longtemps été considéré comme une structure relais anatomiquement
homogéne. Nous verrons dans ce chapitre que des nouvelles données
électrophysiologiques, moléculaires et anatomiques viennent contredire cette vision
classique. De plus, nous constaterons que le GP forme des boucles fonctionnelles avec le
NST et le striatum qui remettent en question le schéma classique de la voie indirecte et

permettent de reconsidérer sa position dans les GB.

1.3.1 Le GP : un noyau hétérogéne

1.3.1.1 Hétérogénéité cellulaire du globus pallidus externe

Au cours des 40 derniéres années, de nombreuses tentatives de classification ont été
réalisées. Elles se sont basées sur la morphologie dendritique, les projections axonales, les
marqueurs moléculaires et les caractéristiques électrophysiologiques (pour revue voir
Hegeman et al. 2016). On distingue au moins trois sous-types de neurones de projection qui
ne partagent pas les mémes cibles neuronales : les neurones cholinergiques (ou GP-
ChAT+), les neurones prototypigues GABAergiques et enfin les neurones arkypallidaux
GABAergiques. Alors que la description des GP-ChAT remonte aux années 1970, la
caractérisation des neurones prototypiques et arkypallidaux en deux populations distinctes
n’a été faite que trés récemment (Mallet et al. 2008; Mallet et al. 2012; Dodson et al. 2015;
Fujiyama et al. 2015; Saunders et al. 2016b). Cette subdivision nous apparait pertinente
puisqu’elle est présente dans les mémes proportions chez le rat (Mallet et al. 2008; Mallet et
al. 2012; Abdi et al. 2015), la souris (Dodson et al. 2015) et le primate (Mallet, données non

publiées).
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Les neurones prototypiques sont des neurones GABAergiques qui constituent 70 a
80 % des neurones du GP. lIs dérivent de I'’éminence ganglionnaire médiane et peuvent étre
distingués des autres sous-types neuronaux par I'expression du facteur de transcription
Nkx2-1 (Abdi et al. 2015; Dodson et al. 2015). Ces neurones ont une fréquence de décharge
rapide et réguliére et, a priori, leur activité n’est pas synchronisée avec l'activité corticale
(Abdi et al. 2015; Mallet et al. 2016). Aujourd’hui, les études permettent de savoir que les
neurones prototypiques innervent les structures descendantes des GB. lIs constituent la
vaste majorité de la voie pallido-subthalamique (=99 % des neurones, Abdi et al. 2015) et
projettent sur la SNr et 'EP (Fujiyama et al. 2015). Une proportion non négligeable de
neurones prototypiques innerve le striatum et représente environ 50 % des neurones de la
voie pallido-striatale (Abdi et al. 2015). Cette sous-population co-exprime le facteur de
transcription Npasl qui serait donc un marqueur spécifique de la voie pallido-striatale. En
conséquence, les neurones prototypiques innervent I'ensemble de la bCGB et leurs
synapses sont localisées stratégiquement pour contrdler I'activité des neurones ciblés, i.e.
au niveau des dendrites proximales et/ou directement sur les corps cellulaires (Smith et al.

1998; Bolam et al. 2009).

Ces données suggerent que les neurones prototypiques sont a méme de contrbler
l'activité électrophysiologique tonique d’une vaste proportion des neurones de la bCGB. lls
pourraient ainsi étre le support des phénomeénes de synchronisation excessifs de la MP qui

seront décrits dans les chapitres suivants.

Les neurones arkypallidaux sont des neurones GABAergiques qui représentent
environ 25 % des neurones du GP. lIs dérivent de 'éminence ganglionnaire latérale/caudale
et peuvent étre distingués spécifiquement des autres sous-types neuronaux par I'expression
de la pré-proenképhaline, du facteur de transcription FoxP2 et de Meis2 (Abdi et al. 2015;
Dodson et al. 2015). Ces neurones sont irréguliers et déchargent, en général, a des
fréquences relativement faibles méme chez l'animal éveillé (Mallet et al. 2016). Il a été

montré que l‘activité des neurones arkypallidaux est fortement dépendante de [lactivité
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corticale (Abdi et al. 2015). lls deviennent quasiment silencieux lorsque les rats sont dans
létat cérébral «d'ondes lentes» (ou «slow wave activity », SWA). lls projettent
exclusivement sur le striatum et représentent environ la moitié des neurones pallido-striatum
(Abdi et al. 2015). En revanche, le nombre de boutons synaptiques établit individuellement
par les neurones arkypallidaux est 10 fois supérieur a celui des prototypiques (Bevan et al.
1998; Mallet et al. 2012). Le rdle fonctionnel de cette sous-population est encore méconnu.
Récemment, Mallet et al. (2016) ont proposé que les neurones arkypallidaux soient en
mesure d’envoyer un signal stop aux neurones du striatum, permettant ainsi d’annuler la

sélection d’'un comportement moteur en voie d’exécution.

Les neurones cholinergiques correspondent a 5 % de I'ensemble des neurones du
GP (Gritti et al. 2006). Ce sont des neurones de large diameétre (=15 um, Cooper & Stanford
2001) localisés principalement dans la partie caudale et ventro-médiale en proximité du
noyau basal de Meynert (Mesulam et al. 1984; Mckenna et al. 2013; Saunders et al. 2015;
Hernandez et al. 2015; Saunders et al. 2016). lls expriment un marqueur cholinergique
spécifigue, ChAT, mais seraient tout de méme en mesure de le co-libérer du GABA
(Saunders et al. 2015). En général, les GP-ChAT ne sont pas considérés comme
appartenant aux GB mais plutt comme une extension du noyau basal de Meynert, du fait de
la similarité de leurs propriétés électrophysiologiques et de leur localisation anatomique
(Mallet et al. 2012; Hegeman et al. 2016). Cependant, cette considération est remise en
guestion par des études récentes (Saunders et al. 2015). Contrairement au noyau basal, les
ChAT recoivent des entrées synaptiques des MSN des deux voies, formant ainsi un groupe
de neurones bien distinct. De plus, les GP-ChAT et certains neurones prototypiques,
seraient engagés dans une boucle fonctionnelle avec le cortex (Naito & Kita 1994; Smith &
Wichmann 2015; Milardi et al. 2015; Chen et al. 2015; Saunders et al. 2015). Ce circuit
permettrait aux neurones iIMSN et dMSN, de moduler conjointement le cortex en court-
circuitant les voies classiques et particulierement le thalamus (Saunders et al. 2015). Au vu

de ces données, il apparait que les GP-ChAT ne seraient pas qu’une simple extension du
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noyau basal de Meynert ou un reliquat de I'évolution mais, qu’ils pourraient bien jouer un réle

fonctionnel dans la bCGB dont les modalités fonctionnelles restent a étre déterminées.

1.3.1.2 Propriétés électrophysiologigues des neurones prototypiques et

arkypallidaux

Pendant longtemps, ces deux populations neuronales étaient considérées comme
une population de neurones toniques homogéne, dont la fréquence de décharge formait un
continuum qui variait de 1 a 70 Hz (Deister et al. 2013). Aujourd’hui, il a été montré que ces
populations neuronales ne partagent pas les mémes propriétés électrophysiologiques. In
vivo, les neurones prototypiques sont en général rapides et réguliers et ceci,
indépendamment de I'état cortical (Abdi et al. 2015; Mallet et al. 2012; Mallet et al. 2016). A
l'inverse, les neurones arkypallidaux sont pratiguement silencieux pendant les SWA et sont
entrainés en phase avec les oscillations lentes. Lors de l'activation de I'état cérébral, ils
deviennent plus rapides et moins irréguliers (Abdi et al. 2015; Mallet et al. 2012; Mallet et al.

2016).

La genése des PA dans le GP s’effectue majoritairement sous le contrdle de canaux
sodiques persistants dépendants du voltage (Iyap), de canaux cationiques contrblés par les
nucléotides cycliques et activés par I'hyperpolarisation (HCN), de canaux potassiques de
type-A (Kv4) et de canaux potassiques calcium-dépendant a faible conductance (SK).
L’ouverture de ce dernier dépend du calcium libéré par I'ouverture de canaux calciques
voltage-dépendant a haut seuil (Cavwy, Abdi et al. 2015). Sur la base d’'une classification
adaptée, une étude récente a mis en évidence certaines différences dans I'expression de
ces canaux a méme d’expliquer ces caractéristiques électrophysiologiques (Abdi et al.
2015). Premierement, cette étude a montré que les neurones prototypiques ont un potentiel
post-hyperpolarisation deux fois plus important que les arkypallidaux, suggérant qu’ils
expriment plus de CavH et de K\4. Il a également été montré que le courant Iyap est plus

important chez les neurones prototypiques. Ainsi, la composition en canaux Iyap, CavH et Kv4
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pourrait expliquer la faible fréquence de décharge des neurones arkypallidaux.
Deuxiémement, lorsque ces neurones sont soumis a une hyperpolarisation, ils ne présentent
pas de différence dans I'amplitude des « sag », suggérant que la composition en canaux
HCN est similaire entre ces deux populations. Cependant, 'amplitude et la fréquence des
rebonds post-inhibition des prototypiques sont plus importantes que celles des arkypallidaux.
Bien que partielles, ces données convergent vers une composition en canaux différents
d’'une population a l'autre. D’autres études doivent étre réalisées afin de connaitre au mieux

les mécanismes qui gouvernent I'activité autonome des neurones du GP.

1.3.2 Les boucles fonctionnelles du globus pallidus

1.3.2.1 La boucle striatum-globus pallidus

Comme dans I'ensemble de la bCGB, les entrées striatales du GP sont hautement
convergentes (Kita 2007; Hegeman et al. 2016). Une estimation grossiére a permis de
postuler qu’en moyenne chaque neurone du GP recoit des contacts de 60 MSN différents
(Oorschot 1996; Hegeman et al. 2016). Ces projections représentent 65 a 80 % des
synapses GABAergiques du GP et couvrent une large portion du corps cellulaire et de
'arborisation dendritique (Smith et al. 1998; Kita 2007). Un tiers des projections striato-GP
provient des dMSN et forment des contacts en passant (rat : Kawaguchi et al. 1990; Wu et
al. 2000; Fujiyama et al. 2011; singe: Parent et al. 1995). Leurs roles et leurs cibles
cellulaires sont inconnus. Les deux-tiers des contacts striato-pallidaux proviennent des iMSN
(Kita 2007; Hegeman et al. 2016). Les cibles cellulaires ne sont pas connues de fagon
certaine mais une publication récente suggére que les neurones prototypiques soient la cible

des iIMSN (Chuhma et al. 2011).

La voie pallido-striatale est constituée d’'une proportion identique de neurones
prototypiques et arkypallidaux (Nauta & Hospital 1979; Staines & Fibiger 1984; Smith &

Parent 1986; Bevan et al. 1998; Kita & Kita 2001; Sadek et al. 2007; Hernandez et al. 2015;
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Dodson et al. 2015; Abdi et al. 2015; Fujiyama et al. 2015; Saunders al. 2016). Des données
récentes suggerent que les neurones prototypiques projettent préférentiellement sur certains
interneurones striataux et notamment les FSI et les LTS (Saunders al. 2016; Bevan et al.
1998). A linverse, les neurones arkypallidaux innervent de larges zones du striatum et
contactent aussi bien les MSN que toutes les différentes classes d’interneurones striataux
(Mallet et al. 2012). Les neurones arkypallidaux seraient donc en mesure de contréler
directement la sortie du striatum. Cette donnée anatomique fait écho a une publication
récente qui propose que les neurones arkypallidaux seraient en mesure d’envoyer un signal
stop aux neurones du striatum (Mallet et al. 2016). Les nombreuses questions soulevées par
la complexification de I'organisation du GP remettent en question le transfert unidirectionnel

de I'information au sein des GB.

1.3.2.2 Le micro-réseau GP-NST

Les neurones prototypiques du GP sont la principale source GABAergique du NST.
Ces projections pallido-sous-thalamiques se répartissent massivement dans I'ensemble du
NST (Parent & Hazrati 1995a; Karachi et al. 2005; Smith et al. 1998) et sont souvent décrites
comme un déterminant majeur de son activité (Rouzaire-dubois et al. 1980; Robledo & Féger
1990; Bevan et al. 2007; Mallet et al. 2012; Abdi et al. 2015; Fujiyama et al. 2015; Saunders
et al. 2016). Les synapses du GP sont localisées stratégiquement pour contréler I'activité du
NST et de ses entrées glutamatergiques. Elles se trouvent essentiellement sur les dendrites
proximales (=40 %) et les corps cellulaires (=30 %, Smith et al. 1990; Parent & Hazrati 1995).
Lorsqu’elles sont situées sur les dendrites distales (=30 %), elles sont alignées avec les

entrées corticales et thalamiques (Bevan et al. 1995).

Le NST est la principale source de synapses excitatrices du GP (Kita & Kitai 1987;
Smith et al. 1990; Koshimizu et al. 2013; Bevan et al. 2007). Comme dans I'ensemble des

GB, les synapses asymétriques excitatrices du NST sont positionnées sur les dendrites
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proximales (Shink et al. 1996; Smith et al. 1998; Hegeman et al. 2016). Chez le rat, 94 %
des neurones du NST projettent & la fois sur le GP et sur la SNr (Van Der Kooy & Hattori
1980). Etonnamment, les boutons axonaux des neurones NST-GP sont plus nombreux et
plus denses que ceux qui projettent sur la SNr (Koshimizu et al. 2013). Les cibles cellulaires
de cette projection sont relativement méconnues mais une étude computationnelle suggére
que les neurone arkypallidaux recoivent plus d’entrées que les prototypiques (Nevado-
Holgado et al. 2014). D’un point de vue fonctionnel, le NST influencerait a la fois I'activité
tonique et le patron de décharge des neurones du GP (Nambu et al. 2000; Kita 2004). En
outre, le NST est connecté directement au Cx par la voie hyperdirecte. La voie NST-GP

pourrait ainsi relayer les informations corticales au GP.

Nous verrons dans les chapitres suivants, que le micro-réseau GP-NST pourrait jouer
un role physiopathologique important dans la MP. En effet, il constitue un oscillateur

endogéne des GB qui pourrait étre impliqué dans le maintien d’'un état hyper-synchronisé.

.4 Les structures de sorties des ganglions de la base

La substance noire réticulée est la principale structure de sortie des GB chez le
rongeur. Notons ici que le GPi chez le primate (ou noyau entopédonculaire chez le rat), est
I'équivalent fonctionnel de la SNr. Cette derniére est essentiellement composée de neurones
de projection GABAergiques toniques (Parent & Hazrati 1995b) qui ont une fréquence de
décharge tres élevée in vivo et in vitro. La SNr est trés développée chez le rongeur car elle
est majoritairement impliquée dans le contréle du mouvement comme en attestent ses
connections avec plusieurs centres moteurs (Deniau et al. 2007). La SNr projette sur le
thalamus moteur et le noyau parafasciculaire mais également sur le colliculus supérieur
(Deniau & Chevalier 1985; Deniau et al. 2007; Zhou & Lee 2011). Nous verrons par la suite,
que la SNr exerce sur ses cibles thalamiques un puissant contréle inhibiteur, a la base des

modeéles fonctionnels des GB.
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L’arborisation dendritique des neurones de la SNr définit des territoires fonctionnels
qui ressemblent a des lamelles d’oignons (Mailly et al. 2001). Cette organisation se retrouve
au niveau de ses afférences striatales, pallidales et sous-thalamiques (Bevan et al. 1994;
Kolomiets et al. 2003; Deniau et al. 2007; Fujiyama et al. 2011). La SNr est donc connectée
indirectement a lI'ensemble des régions corticales qui projettent sur le striatum. Les
afférences des voies directe et indirecte convergent au niveau des neurones de la SNr. Les
dMSN établissent des synapses sur I'ensemble de l'arborisation dendritique (Smith et al.
1998; Charara et al. 2003) alors que les neurones prototypiques du GP innervent les corps
cellulaires et les dendrites proximales (Deniau et al. 2007). En sus, les contacts du NST sont
localisés sur les dendrites proximales et distales et plus rarement sur les corps cellulaires

(Parent & Hazrati 1995a; Bevan et al. 1994; Deniau et al. 2007).

Les structures de sortie des GB sont connectées indirectement au Cx par
l'intermédiaire du thalamus moteur (mThal). Ce dernier est constitué majoritairement de
neurones glutamatergiques qui sont répartis en noyaux ventral antérieur, médial dorsal et
ventral latéral (Haber 2003). La SNr et le GPi innervent ces 3 noyaux et établissent des
contacts synaptiques directement sur les corps cellulaires ou dans les régions proximales de
l'arborisation dendritique (Bosch-Bouju et al. 2013). Le mThal ferme la bCGB en projetant
sur les dendrites des neurones pyramidaux du mCx, au niveau des couches 1, 2, et dans
une moindre mesure 5 (Bosch-Bouju et al. 2013; Kuramoto et al. 2009). Afin d’expliciter plus
précisément l'organisation de la bCGB, nous allons a présent décrire les principales

afférences glutamatergiques (corticales et thalamiques).
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I.5 Les principales afférences des ganglions de la base

1.5.1 Les afférences corticales

1.5.1.1 Voie cortico-striatale

Nous avons vu que les entrées glutamatergiques sont essentielles pour la régulation
de l'activité électrophysiologique des MSN. Le striatum recoit des contacts glutamatergiques
de deux structures principales : le Cx et le thalamus intralaminaire (Raju et al. 2006). Ces
innervations glutamatergiques représentent 85 % des synapses du striatum (Tepper et al.
2007) et convergent sur les mémes MSN (Huerta-Ocampo et al. 2014). Le striatum recoit
des afférences excitatrices de toutes les aires corticales a I'exception des aires visuelles
primaires (Kemp & Powell 1970). Les projections cortico-striatales définissent des territoires
fonctionnels (figure 1). Ces entrées corticales sont bilatérales (avec une prédominance
ipsilatérale), réparties de maniére homogéne et forment des synapses asymeétriques
majoritairement sur les dendrites des MSN, des interneurones cholinergiques et sur les FSI
(Gerfen & Surmeier 2011; Sharott et al. 2012; Smith et al. 2014). Les projections cortico-
striatales sensori-motrices proviennent majoritairement des couches corticales 3 et 5. Chez
le rat, on retrouve 2 types de neurones cortico-striataux : les neurones Intratélencéphalique
(IT) et les neurones du faisceau pyramidal (PT). Les premiers projettent bilatéralement et
sont situés majoritairement dans la couche 2/3 et la couche 5a. Les seconds sont localisés
dans la couche 5b et projettent exclusivement dans 'hémisphére ipsilatérale. Le striatum est
d’ailleurs le seul compartiment sous-cortical dans lequel converge les entrées des IT et PT
(Shepherd 2013; Kress et al. 2013). Pour I'’heure, un débat subsiste quant a la spécificité de
linnervation des iIMSN et dMSN par ces deux types de neurones. En effet, des données
anatomiques suggeérent que les dMSN recoivent plus de projections des neurones IT que les
iIMSN qui sont contactés majoritairement par les PT (Reiner et al. 2010; Deng et al. 2015).
Or, des données électrophysiologiques chez la souris et le rat ne vont pas dans ce sens

(Ballion et al. 2008; Kress et al. 2013). D’autres études sont donc nécessaires pour trancher
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ces incohérences expérimentales et affiner nos connaissances sur le réle fonctionnel de ces

projections.

.5.1.1.1 La voie hyperdirecte

La voie hyperdirecte est constituée par des neurones PT de la couche 5, qui
projettent sur le NST ipsilatéral (Maurice et al. 1998; Magill et al. 2004; Kita & Kita 2012;
Nambu et al. 2000; Mathai et al. 2015; Haynes & Haber 2013; Shepherd 2013). Ces
projections innervent principalement les dendrites distales du NST et sont alignées avec les
synapses thalamiques et pallidales (Bevan 1995; Hamani et al. 2004). Chez le primate, les
PT innervent 'ensemble du NST en respectant une organisation topographique (Haynes &
Haber 2013). Il existe donc différentes voies hyperdirectes (motrice, limbique et associative)
en fonction des régions corticales impliquées (Haynes & Haber 2013). Chez le rat, les
projections cortico-sous thalamiques sont régionalisées en territoires moteurs et
associatifs/limbiques (cortex cingulaire antérieur, prélimbigue et insulaire agranulaire) qui se

chevauchent (Janssen et al. 2010).

Le role fonctionnel de la voie hyperdirecte est encore méconnu. Il a été
proposé qu’elle soit impliquée dans l'interruption d’actions déja engagées (Schmidt et al.
2013; Frank et al. 2007) ou qu’elle serve dans la sélection de l'action pour inhiber les
programmes moteurs concurrents (Nambu 2004). Actuellement, les informations disponibles
ne nous permettent pas de trancher entre ces deux possibilités, d’autant que des données
anatomiques questionnent la spécificité fonctionnelle de cette voie. Effectivement, il est
possible que la voie hyperdirecte motrice ne soit pas spécifique puisque les neurones mCx-
NST projettent dans de nombreuses régions corticales et sous-corticales (primate : Parent &
Parent 2006; rat : Féger et al. 1994; Kita & Kita 2012; chat : lwahori 1978; Giuffrida et al.
1985). Il est important de préciser ici, que ces études de tracage ont majoritairement été

réalisées sur un faible nombre de neurones marqués. Chez le rat, la voie hyperdirecte
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motrice est constituée de collatérales de neurones corticofuges qui contactent, entre autres,
le striatum (Kita & Kita 2012). Chez les primates les neurones cortico-subthalamiques ne
semblent pas projeter sur le striatum mais ciblent le noyau rouge et, pour certains, le
pédoncule cérébral. Ils forment alors des collatérales « en passant » qui contactent le NST
(Parent & Parent 2006). La question est également posée pour les voies hyperdirectes
limbigues et associatives du primate, car de nombreuses fibres « en passant » dans le NST
ont été décrites (Haynes & Haber 2013). Il a donc été proposé que la voie hyperdirecte
motrice, au moins chez le rat, transmette aux GB une copie, dite efférente, des informations
corticales envoyées au tractus pyramidal ou aux structures mésencéphaliques par

lintermédiaire du NST (Kita & Kita 2012).

1.5.1.1.2 Les afférences corticales du GP
Le cortex projette sur le GP du rat. Il forme des synapses asymétriques sur les petites
dendrites et épines dendritiques du GP (Naito & Kita 1994). Chez le primate, les preuves de
I'existence de cette voie sont indirectes. En effet, des terminaisons VGlut-1 ont été mises en
évidence dans le GP (Smith & Wichmann 2015). Comme chez le rat, elles sont situées sur
les épines et les petites dendrites. Chez 'Homme, des données IRM récentes suggerent

également une projection directe cortico-pallidale (Milardi et al. 2015).

1.5.2 Les afférences thalamiques

1.5.2.1 Les afférences thalamiques du striatum

La seconde source d’innervation glutamatergique du striatum provient du thalamus
intralaminaire et notamment du centre median-parafasciculaire du thalamus (CM) ou noyau
parafasciculaire du thalamus (PF) chez le rongeur (Ding et al. 2010; Smith et al. 2014). lIs

projettent majoritairement sur le striatum dorsal et les synapses se répartissent sur les
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dendrites et les épines des MSN et des interneurones cholinergiques (Raju et al. 2006). A
linverse, les autres noyaux thalamiques innervent préférentiellement le cortex (Smith et al.

2014).

L'intégration des signaux du CM/PF au niveau du striatum est complexe et encore
relativement méconnue. Des données récentes suggeérent que cette voie thalamique module
majoritairement le réseau striatal via ses projections sur les ChAT alors qu’elle exercerait un
effet direct modulateur sur les MSN (Smith et al. 2014), tout du moins, en situation
physiologique (voir Parker et al. 2016). A partir de données obtenues chez le rongeur, il a été
proposé que les neurones PF qui projettent sur les ChAT, appartiennent & un systéme de
contréle inhibiteur présynaptique des afférences glutamatergiques corticales des MSN
(« Thalamic gating », Ding et al. 2010). Plus précisément, les entrées thalamiques
activeraient la libération d’acétylcholine sur les terminaisons cortico-MSN ou directement sur
les corps cellulaires des MSN, inhibant ainsi l'activité des entrées corticales. Une autre
publication suggére un rdle majeur des projections striatales du CM/PF. Celles-ci pourraient
participer a un second systeme de libération de dopamine intra-striatal et ceci,
indépendamment de l'activité des neurones dopaminergiques (Threlfell et al. 2012). Cette
méme étude a montré que l'activation des entrées thalamiques induit une libération de DA
par une activation des axones dopaminergiques dépendante de I'acétylcholine. Pour I'heure,
nous ne connaissons pas le rble et les implications pathologiques de ces projections
thalamiques. Etant donné que les neurones du CM/PF répondent & des stimuli sensoriels
(Matsumoto et al. 2001), il a été proposé par Arbuthnott et al. (2014) que cette voie soit
impliquée dans l'éveil et l'attention et, via ses entrées striatales, dans le processus

décisionnel.
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1.5.2.2 Les afférences thalamiques extra-striatales

Le CM/PF projette des afférences ipsilatérales excitatrices sur le GP et le NST
(Sadikot et al. 1992). Chez le primate, le PF projette sur les territoires limbiques et
associatifs alors que le CM innerve majoritairement le territoire sensorimoteur du GP et du
NST (Sadikot et al. 1992; Sadikot & Rymar 2009; Hamani et al. 2004). Chez le rongeur, le
PF projette directement sur le NST moteur (Féger et al. 1994). Aujourd’hui, nous ne
connaissons pas les cibles cellulaires pallidales du PF. Une étude computationnelle suggére
gue la connectivité entre le PF et les neurones arkypallidaux soit plus importante que pour

les prototypigues (Nevado-Holgado et al. 2014).
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II. Aspects fonctionnels de la boucle cortex-ganglions de la base

Les GB forment un réseau multicouche dans lequel I'information corticale circule en
empruntant 3 voies anatomo-fonctionnelles : directe, indirecte et hyperdirecte. Les signaux
sont ensuite intégrés et transmis au thalamus par les structures de sortie (figure 2A). Nous
observerons dans le paragraphe suivant, que les modeles anatomo-fonctionnels actuels sont
basés sur un mécanisme de désinhibition fonctionnelle des relais thalamo-corticaux (Deniau
& Chevalier 1985; Albin et al. 1989; Delong 1990; Alexander & Crutcher 1990; Mink 1996).
Puis, nous verrons que certaines activités électrophysiologiques, appelées oscillations
hyper-synchronisées, pourraient moduler I'activité de la SNr/GPi et ainsi étre impliquées
dans le traitement de l'information au sein de la bCGB. Enfin, nous constaterons que ces
activités oscillatoires sont largement controversées et que leur réle fonctionnel est I'objet

d’apres discussions.

[I.1 Du modele classique au modele de Mink

Le modele fréquentiel classique (Albin et al. 1989; Delong 1990; Alexander &
Crutcher 1990) propose que le flux d’informations soit transmis du cortex aux différentes
couches des GB en empruntant deux principales voies fonctionnelles : directe et indirecte
(figure 2A). Dans ce modele, l'activité des neurones thalamo-corticaux détermine le
mouvement. Par conséquent, I'activation des dMSN inhibe la SNr, libére les relais thalamo-
corticaux et facilite le mouvement. A l'inverse, 'activation des iIMSN inhibe le mouvement en
activant les sorties par un mécanisme de désinhibition du NST. Si certaines données
corroborent ce schéma (Kravitz et al. 2010; Freeze et al. 2013), d’autres le contredisent. Par
exemple, une Iésion du thalamus ou du GPi n’induit pas d’akinésie ou de bradykinésie
(DeLong & Wichmann 2009). De méme, il a récemment été montré que les iIMSN et dMSN

seraient actifs en méme temps (Cui et al. 2014). Ces données suggérent que les GB forment
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un systeme coopératif et que I'activation d’'une des voies ne signifie pas l'inhibition de l'autre.

C’est justement ce que propose le modele développé ci-apreés.

En 1996, Mink a proposé un modéle alternatif de sélection des programmes moteurs
qgu’il dénomma "surround inhibition" (figure 2B). Selon cette théorie, les GB ont pour role de
sélectionner les patrons moteurs qui sont mémorisés au niveau cortical. Pour ce faire, les
GB sont organisés en unités fonctionnelles de neurones réparties dans chaque structure.
Ces réseaux neuronaux sont connectés et encodent pour des programmes moteurs
spécifiques (figure 2B). Afin de sélectionner une action spécifique, le groupe de dMSN
correspondant inhibe celui de la SNr, ce qui entraine la désinhibition des relais thalamiques
encodant I'action désirée. Par ailleurs, l'inhibition des programmes moteurs concurrents est
assurée par l'activation des iIMSN qui les encodent. Il en résulte une inhibition du GP, qui
active le NST et excite les neurones de la SNr/GPi. En conséquence, les unités
fonctionnelles thalamiques qui encodent les patrons moteurs sont inhibées. Ce modéle est
intéressant pour trois principales raisons. Premiérement, il permet d’expliquer la co-activation
des iIMSN et dMSN (Cui et al. 2014). Deuxiémement, il laisse la possibilité d’inclure le rble
fonctionnel de la voie hyperdirecte (Nambu 2004). Enfin, ce modéle apporte des explications
physiopathologiques & de nombreuses pathologies motrices telles que les tics (Bronfeld &

Bar-Gad 2011) ou encore la MP (Boraud et al. 2000; Leblois et al. 2006).

II.2 Oscillations synchronisées dans la boucle cortex-ganglions de la

base
L’activité rythmique est présente a différentes échelles dans les systémes biologiques
tels que le cycle circadien, les mouvements d’un flagelle bactérien ou I'activité cardiaque.
Les neurones dont l'activité est répétitive (ou tonique) sont, au méme titre que les cellules
cardiaques, de parfaits exemples d’oscillateurs biologiques (Hutcheon & Yarom 2000). En

physique, une oscillation est définie comme une fluctuation périodique d’une variable
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mesurée. Pour le cerveau, elles sont appelées oscillations cérébrales ou neuronales ; et se
référent aux variations rythmiques et temporelles de lactivité et/ou de l'excitabilité de
populations neuronales ou de neurones individuels (Mathalon & Sohal 2015). Elles sont
définies par des variations du voltage mesuré a la surface corticale (électrocorticogramme,
EcoG), sur le crane (électroencéphalogramme, EEG) ou directement dans le tissu cérébral a
l'aide d’'une électrode (les potentiels de champs locaux, ou LFP, Buzsaki et al. 2012). De
maniere générale, il est admis que les oscillations neuronales résultent de la sommation de
toutes les activités électriques extracellulaires au sein d’'un volume de tissus plus ou moins
large (Buzsaki et al. 2012). Dans le cerveau des mammiféres, les oscillations couvrent une
large gamme de fréquences qui s’étalent de 0,05 a 500 Hz (Buzséaki & Draguhn 2004). Elles
sont classées en fonction de leur bande de fréquence dont les limitations ne font pas
clairement consensus. Nous utiliserons dans la suite du manuscrit, la classification suivante :
bande théta (3-7 Hz), beta (3, 10-30 Hz) et gamma (y, 30-80 Hz). Depuis de nombreuses
années, la recherche sur les oscillations neuronales s’est intensifiée car elles ont le potentiel
pour faconner, modeler et encoder les informations au sein de larges réseaux neuronaux
(Buzsaki & Draguhn 2004). Bien que la démonstration reste a effectuer, la plupart des
études s’accordent sur une fonction clé des oscillations neuronales : fournir des fenétres
temporelles durant lesquelles des neurones physiquement séparés mais fonctionnellement
reliés, peuvent former des assemblées neuronales temporelles, impliquées dans le controle
et le traitement du flux d'information (Salinas & Sejnowski 2001; Buzsaki & Draguhn 2004,
Fries 2009; Haider & McCormick 2009). Ces oscillations et leurs altérations pourraient donc
jouer un réle fondamental dans le fonctionnement normal et pathologique des réseaux

neuronaux.

L’étude de ces activités électrophysiologiques dans les GB a été motivée par la
découverte d'oscillations B synchronisées a des niveaux anormaux chez le patient
parkinsonien, suggérant un réle physiopathologique potentiel (Levy et al. 2000; Brown 2003).

Nous verrons dans un premier temps I'existence d’un consensus autour de leur présence

34



dans les GB et de leurs modulations spécifiques en fonction du contexte et des taches
comportementales (Courtemanche et al. 2003; Berke et al. 2004; DeCoteau et al. 2007).
Dans un second temps, nous montrerons que l'interprétation de leur implication fonctionnelle

est controversée, tant dans la situation physiologique que pathologique.

1.2.1 Oscillations synchronisées en condition physiologique

11.2.1.1 Oscillations lentes au cours de I'anesthésie

Chez 'homme et les animaux anesthésiés, les oscillations enregistrées dans la
bCGB sont majoritairement lentes (=1 Hz). Elles sont attribuées au réseau thalamo-cortical
(Steriade 2001; Magill et al. 2001) et appelées ondes lentes ou « slow-wave oscillations »
(SWA). Elles se propagent dans les structures sous-corticales comme en attestent les
enregistrements des LFP dans le striatum, le GP, le NST ou encore la SNr (Walters et al.
2007). Cependant, les neurones du GP et de la SNr ne sont pas synchronisés en phase
avec ces oscillations (figure 5, Tseng et al. 2001; Belluscio et al. 2003; Magill et al. 2004;
Abdi et al. 2015). En situation physiologique, les MSN pourraient jouer un rble de filtre et
empécher ces oscillations synchronisées de se propager dans la SNr (Zold et al. 2012).
Dans certains états pathologiques et notamment dans la MP, l'activité électrophysiologique
des MSN est profondément altérée (figure 5). Le filtre striatal pourrait alors étre inefficace et
induire des modifications de la synchronisation des SWA (Tseng et al. 2001; Belluscio et al.

2003; Mallet et al. 2006; Zold et al. 2012).
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11.2.1.2 Modulations des oscillations rapides lors de [I'exécution d'un

mouvement

Chez le sujet éveillé, les oscillations dans la bCBG sont dominées par des bandes de
fréquences rapides (Berke et al. 2004; DeCoteau et al. 2007; Dejean et al. 2012) et
notamment les rythmes B et y. (Courtemanche et al. 2003; Brown 2003; Berke et al. 2004;
Boraud et al. 2005; Dejean et al. 2007; Leventhal et al. 2012). Chez le rat libre de se
mouvoir, il a été montré que la puissance de la bande y est augmentée transitoirement dans
le NST et le striatum avant la réalisation des mouvements (Brown et al. 2002; Berke et al.
2004; Masimore et al. 2005). Des données comparables ont été rapportées dans le systeme
cortico-musculaire. Les oscillations dans le mCx et les muscles sont cohérentes dans la
bande y (Salenius et al. 1996; Brown et al. 1998) et la synchronisation corticale précede
celle des muscles. Ces données suggérent donc que l'activité musculaire est induite par la
synchronisation des neurones du tractus pyramidal (Brown et al. 1998; Feige et al. 2000;
Cheyne 2013). Parallelement, il a été montré que les oscillations § sont diminuées dans les
GB et le Cx lors de la réalisation d’'un mouvement (Neuper & Pfurtscheller 1996;
Courtemanche et al. 2003; Leventhal et al. 2012). Ainsi, les oscillations B du systéme
sensorimoteur (Cx, GB et les muscles) se désynchroniseraient au profit des oscillations y
pendant I'exécution des mouvements volontaires. Aujourd’hui, le réle fonctionnel des
oscillations synchronisées dans les GB n’a pas été prouvé et les données issues de la

littérature sont contradictoires.
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11.2.2 Les oscillations B : role fonctionnel ou épiphénomeéne ?

11.2.2.1 Les oscillations B ont un réle fonctionnel dans la préparation du

mouvement

Sur la base de travaux réalisés chez le primate, Courtemanche et al. 2003 ont
proposé que les oscillations B servent de filtre dynamique impliqué dans la sélection de
l'action. Plus précisément, les oscillations [ présentes au repos dans le striatum
synchroniseraient les MSN, établissant ainsi un niveau d’excitabilité identique a I'ensemble
du striatum. Lorsqu’une action est sélectionnée, les unités striatales en charge de 'encoder

seraient activées spécifiquement par les projections cortico-striatales.

L’hypothése fonctionnelle la plus fréequemment citée dans la littérature a été proposée
par Engel et Fries en 2010. lls postulent que les oscillations 8, ou la synchronisation a cette
bande de fréquences, signaleraient le « statu quo » (Engel & Fries 2010). En d’autres
termes, 'augmentation de la synchronisation B dans la bCGB faciliterait le maintien d’'une
action sensorimotrice sélectionnée et/ou prédite. La désynchronisation des oscillations
permettrait donc de passer dans un état transitionnel au cours duquel la bCGB serait flexible
et en capacité de sélectionner une nouvelle action. Une étude récente réalisée chez le
rongeur fait écho a cette théorie (Leventhal et al. 2012). Elle met en avant que I'ensemble de
la bCGB se synchronise transitoirement a la fréquence B dans la période de préparation du
mouvement ou lorsqu’il doit étre supprimé. C’est ainsi que les auteurs ont postulé que les
oscillations B pourraient servir de « gate control » et représenteraient un état « fermé » de

la bCGB.

Dans la continuité de ces travaux, Hosaka et al. (2016) ont proposé une théorie qui
s’appuie sur une réciprocité fonctionnelle des oscillations B et y: la planification
dynamique de P’action. lls ont montré dans le mCx de primate que (i) la réactivité de la
bande y est opposée a celle des oscillations B qui sont par ailleurs (i) augmentées ou

diminuées lorsque qu’une action doit étre maintenue ou actualisée respectivement. Il a donc
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été proposé que les oscillations B et y puissent jouer un réle dynamique dans I'engagement
et le désengagement des assemblées de neurones qui encodent les actions motrices. Dans
le cadre de la théorie des assemblées dynamiques de neurones (Buzséki & Wang 2012),
'augmentation de la puissance des oscillations B protégerait les assemblées neuronales
déja organisées, alors que la diminution autoriserait la mise a jour de ces ensembles.
L’activité gamma contribuerait quant a elle a la formation des assemblées neuronales a la
condition exclusive que les oscillations B soient en méme temps diminuées (Hosaka et al.

2016).

11.2.2.2 Les oscillations B correspondent au rythme de repos du systéme

sensorimoteur

En 1934, Adrian et Matthews ont proposé que la bande alpha enregistrée dans le
cortex, en I'absence de stimuli, corresponde a un rythme de repos (« idling rhythm ») qui
s’efface au profit d’oscillations plus rapides lorsqu’un stimulus parvient au cortex. Au repos,
les oscillations B sont exprimées dans I'ensemble du systéme sensori-moteur et notamment
dans le mCx (Engel & Fries 2010) et le striatum (Courtemanche et al. 2003). Il a donc été
avancé que les oscillations B représentent le rythme de repos du systéme sensorimoteur
lorsque le mCx n’est pas engagé (Pfurtscheller et al. 1996). En effet, la réalisation d’un
mouvement volontaire est accompagnée d’'une désynchronisation des oscillations 8 dans le
mCx et d’'une augmentation de I'excitabilité cortico-spinale (Pfurtscheller & Berghold 1989;
Chen et al. 1998). Une fois I'action effectuée, I'excitabilité cortico-spinale revient a son

niveau basal lorsque les oscillations 3 corticales se resynchronisent.
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11.2.2.3 Les oscillations B signalent un changement de régime des ganglions

de la base

La dépendance de l'activité neuronale et des oscillations aux états de vigilance est
aujourd’hui bien connue (Steriade 2001; McGinley et al. 2015). L’activité neuronale et les
oscillations exprimées dans les GB sont bien différentes lorsqu’'un animal dort, est immobile
ou se comporte (Magill et al. 2004; Berke et al. 2004). Il a donc été proposé que les
oscillations B soient le signal d’'un changement dans le régime de fonctionnement des GB
sans forcément avoir de répercussions fonctionnelles (Leblois et al. 2006). Des simulations
effectuées avec un réseau similaire ont montré qu'avec ce type d'architecture, les oscillations
B apparaissent et s'amortissent rapidement a chaque changement d'état du réseau (Guthrie
et al. 2013). En ce sens, il a récemment été montré que des stimulations auditives induisent
une remise a zéro transitoire de la phase des oscillations 3 dans I'ensemble des GB de rats

se comportant (Leventhal et al. 2012), pouvant traduire le passage dans un état plus vigilant.

Aujourd’hui, I'implication causale des oscillations 8 dans le contréle du mouvement
est une hypothése qui demande a étre confirmée. Dans la mesure ou les oscillations 3 sont
surexprimées dans I'ensemble de la boucle bCGB dans la MP (voir chapitre 1.3), il nous
parait important de déterminer les circuits neuronaux impliqués dans leur genése. Ces
informations nouvelles nous permettraient d’acquérir les outils nécessaires a I'étude du réle
fonctionnel des oscillations B et éventuellement, d’identifier leur implication

physiopathologique.
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III. Oscillations synchronisées dans la maladie de Parkinson

[11.1 La maladie de Parkinson

n.1.1 Définition et épidémiologie

La premiére description de la maladie de Parkinson (MP) remonte a 1817, lorsque Sir
James Parkinson l'appela « paralysie agitante ». C’est une maladie neurodégénérative a
évolution lente, caractérisée par la dégénérescence des neurones DAergiques
mésencéphaliques. La déplétion DAergique a pour conséquence une triade de symptémes
moteurs : akinésie (difficulté d’initiation du mouvement) et bradykinésie (lenteur du
mouvement), rigidité et tremblements de repos (Ehringer & Hornykiewicz 1960; Rodriguez-

oroz et al. 2009).

Aujourd’hui différentes formes de la MP sont décrites. La majorité des cas (>90 %)
sont sporadiques et qualifiés de MP idiopathique (de Lau & Breteler 2006). Avec le
vieillissement de la population, cette forme sporadique est devenue un enjeu de santé
publique majeur. En effet, 'age est le principal facteur de risque puisqu’elle affecte environ
=0,3 % de la population générale. Toutefois, sa prévalence augmente rapidement avec I'age
pour atteindre 1 % de la population de plus de 60 ans et jusqu’a 4 % dans les tranches d’age
supérieures a 65 ans (de Lau & Breteler 2006; Pringsheim et al. 2014). Il existe également
des formes familiales qui représentent environ 5 % des cas. Chez ces patients, le début est
généralement précoce (avant 40 ans) et serait la conséquence d’'une anomalie génétique.
Enfin, il existe des formes secondaires de la MP qui résultent d’'un traumatisme, d’accidents
vasculaires cérébraux ou encore d’intoxication (Braak & Del Tredici 2008). Dans ce dernier
cas, I'exposition a certains toxiques, notamment aux pesticides, peut doubler la probabilité
de développer la MP (Elbaz et al. 2009). C’est pourquoi, la MP due a I'exposition aux
pesticides dans le cadre du travail a été reconnue en 2012 comme maladie professionnelle

(Décret n° 2012-665, livre VII du code rural et de la péche maritime). Quelles que soient les
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origines de la MP, elles sont indissociables sur le plan clinique, puisqu‘elles regroupent une

symptomatologie motrice identique décrite ci-apres.

1.1.2 Symptomatologie motrice

L’akinésie correspond a la raréfaction du mouvement et la bradykinésie a la lenteur
de son exécution (Rodriguez-oroz et al. 2009). Les patients parkinsoniens souffrent alors
d’un défaut d’initiation des mouvements volontaires accompagné d’un délai significatif entre
la prise de décision du mouvement et sa réalisation. lls adoptent alors un style de marche
caractéristique de la pathologie : marche lente a petits pas, le tronc penché vers 'avant, a
laquelle s’ajoutent des altérations des mouvements automatiques comme la disparition du

ballant des bras ou la perte de la mimique faciale (faciés figé).

La rigidité correspond a un état d’hypertonie musculaire généralisée qui concerne la
guasi-totalité de la musculature. Ce sont principalement les muscles fléchisseurs qui sont
affectés, ce qui explique la posture fléchie des patients (Rodriguez-oroz et al. 2009). La
rigidité est en générale qualifiée de plastique et homogéne rappelant un « tuyau de plomb ».

Elle peut également céder par a-coups, constituant ainsi le phénomene de la «roue dentéex».

Les tremblements de repos constituent le symptoéme le plus représentatif de la MP
dans l'opinion publique. lls représentent généralement le signe d’appel de la maladie.
Autrement appelé « geste d’émiettement du pain » ce symptdme prédomine au niveau des
extrémités des membres supérieurs. La fréquence de ces tremblements est lente et est

comprise entre 3 et 7 Hz.

L’instabilité posturale est une manifestation d’apparition tardive et correspond a des
troubles des réflexes posturaux. Elle résulte de la perte des réactions posturales correctrices
indispensables a la station debout normale. Elle se manifeste en général par des troubles de

I'équilibre.
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1.1.3 Symptomatologie non-motrice

Les symptdomes non moteurs débutent trés précocement dans I'histoire naturelle de la
MP (Chaudhuri & Schapira 2009). Ces symptdomes précedent généralement la phase
prodromique motrice et constituent une phase dite « pré-symptomatique ». Parfois plusieurs
années avant le diagnostic, les patients présentent de nombreux symptdmes non moteurs
tels que la constipation, I'hypotension orthostatique, I'impuissance ou encore I'hyposmie
(Poewe 2008; Gershanik 2010). Outre ces symptdomes fonctionnels qui sont souvent
discrets, d’autres peuvent avoir un retentissement beaucoup plus important sur la qualité de
vie des patients. C’est notamment le cas de la dépression (présente chez 40-60 % des
patients), de l'anxiété mais aussi des troubles comportementaux au cours du sommeil
paradoxal (Poewe 2008; Rodriguez-oroz et al. 2009; Gershanik 2010). Longtemps laissés de
c6té, ces symptdmes non-moteurs sont aujourd’hui de plus en plus étudiés et surtout mieux

pris en charge.

lll.2 Physiopathologie et modeles animaux

.2.1 Physiopathologie

La MP idiopathique est caractérisée par la dégénérescence des neurones de la SNc
(Ehringer & Hornykiewicz 1960; Dauer & Przedborski 2003; Braak & Del Tredici 2008). C’est
une pathologie multifactorielle dont I'étiologie et le mécanisme physiopathologique précis
sont encore inconnus. La dégénérescence des neurones de la SNc résulte de 'accumulation
d'une protéine appelée a-synucléine, qui forme des inclusions cytoplasmiques
appelées corps de Lewy (figure 3). Ces agrégats sont également présents dans le Locus

coeruleus et le noyau du Raphé (Braak & Del Tredici 2008).
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Figure 3 : Dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNc dans la maladie de Parkinson

! C Normal Parkinson’s disease

(A) lllustration de la dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNc chez les patients parkinsoniens.

Noter la dépigmentation de la SNc (fleches) consécutive a la dégénérescence des neurones dopaminergiques de

la SNc. Cette derniére aboutie & la dénervation dopaminergique du striatum.

(B) La dégénérescence des neurones dopaminergiques résulte de 'accumulation d’a-synucléine a I'origine de la

formation de corps de Lewy (indiqués par la fleche)

(C) Image de tomographie par émission de positons illustrant la dénervation DAergique du striatum chez le

patient parkinsonien (droite). Figures modifiées d’aprés Olanow et al.( 2001) et Dauer & Przedborski (2003)

1.2.2 Les modeéles animaux

L'utilisation de modéles animaux est essentielle pour étudier les mécanismes

physiopathologiques mis en jeux dans les différentes pathologies. Dans la MP, la

modélisation expérimentale consiste a détruire spécifiquement les neurones DAergiques

mésencéphaliques. Pour ce faire, les chercheurs ont développé et/ou utilisé différentes

toxines spécifiques des neurones DAergiques. Nous ne présenterons ici que les modeéles les

plus couramment utilisés.
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11.2.2.1 Le modele MPTP

Développé a la suite d’'un accident de synthése, le 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP) est utilisé depuis les années 70 pour induire un syndrome
parkinsonien chez le primate (Delong 1990). Aujourd’hui, il est considéré comme l'un des
modeles les plus représentatifs car il permet d’obtenir des signes cliniques trés proches de
ceux des patients : akinésie/bradykinésie, rigidité et troubles posturaux. A I'exception du
singe vert africain, aucun primate ne présente de tremblements de repos (Delong 1990). En
plus de la clinique, ces modéles récapitulent les altérations électrophysiologiques de la MP,
telles que les altérations de la fréquence et du patron de décharge mais aussi de I'hyper-
synchronisation de I'activité électrophysiologiques dans la bCGB. Les apports de ce modéle
sont considérables puisquil a, entre autres, permis [I'élaboration du modéle

physiopathologique classique des ganglions de la base dans la MP (Delong 1990).

111.2.2.2 Le modéle 6-Hydroxydopamine

La 6-Hydroxydopamine (6-OHDA) est la toxine la plus utilisée chez le rongeur et
notamment chez le rat, pour modéliser la MP. Elle doit étre injectée en intracérébral car elle
ne traverse pas la barriere hématoencéphalique. Lors de sa recapture par les neurones
catécholaminergiques elle induit un stress oxydatif a I'origine de la mort neuronale (Cenci et
al. 2002; Deumens et al. 2002). Dans la majorité des cas, la 6-OHDA est injectée dans le
faisceau médian du télencéphale. Ce dernier regroupe les axones issus des neurones
DAergiques mais aussi noradrénergiques. Il est donc nécessaire de prétraiter les animaux
avec un inhibiteur de la recapture de la noradrénaline afin de léser spécifiguement les
neurones DAergiques. Ce modeéle est souvent appelé rats hémi-parkinsoniens car les
lésions sont essentiellement unilatérales. 1l est probablement le plus utilisé et le mieux
connu. En effet, ce modéle reproduit des troubles moteurs, tels que l'akinésie, et les

altérations électrophysiologiques (Deumens et al. 2002; Metz et al. 2005; Sharott et al.
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2005). Du point de vue clinique, les rats 6-OHDA présentent des altérations de la démarche
(diminution de I'amplitude des pas) et des troubles hypokinétiques (Deumens et al. 2002;
Metz et al. 2005; Olsson et al. 1995; Hsieh et al. 2011). Toutefois, ils n‘ont pas de
tremblements ni d’instabilité posturale. Du fait de I'asymétrie lésionnelle, des mesures
comportementales spécifigues peuvent étre réalisées (Deumens et al. 2002). Les rats
utilisent préférentiellement le membre ipsilatéral a la Iésion. Il est ainsi possible de tester
'asymétrie lésionnelle en comptabilisant le déficit de redressements réalisés avec la patte
controlatérale a la Iésion au cours du « stepping test » (Olsson et al. 1995). Par ailleurs, il est
possible de mesurer I'étendue Iésionnelle. En effet, l'injection sous-cutanée d’apomorphine
(agoniste dopaminergique) induit un comportement de rotation, du fait de
I'hypersensibilisation des récepteurs DAergiques du striatum dénervé (Olsson et al. 1995).
Les rats traités réalisent un nombre de rotations qui est proportionnel a la dénervation
DAergiques striatale (Schwarting & Huston 1996). Comme I'ensemble des modéles
expérimentaux, le rat hémi-lésé présente certaines limites comportementales. Cependant, il
mime relativement bien les altérations électrophysiologiques retrouvées chez le patient et

répond correctement aux thérapeutiques humaines (Deumens et al. 2002).

[11.3 Principaux traitements

1.3.1 Traitements pharmacologiques

L'objectif des traitements pharmacologiques est de compenser la déplétion
DAergique induite par la dégénérescence des neurones dopaminergiques (Rodriguez-oroz
et al. 2009). Pour ce faire, les cliniciens disposent d’'un arsenal thérapeutique conséquent
gu’ils adaptent en fonction de I'dge du patient, de la progression de la pathologie et de la
réponse aux traitements. Plusieurs stratégies thérapeutiques sont utilisées : (i) augmenter la
synthése de dopamine (L-DOPA), (ii) stimuler les récepteurs DAergiques (agonistes

DAergiques), (i) inhiber le catabolisme de la DA (inhibiteurs de la catéchol O-

45



méthyltransférase ou ICOMT et les inhibiteurs de la monoamine-oxydase B ou IMAO), (iv)
augmenter la libération de DA (Amantadine) (v) et d’autres mécanismes pharmacologiques
(anticholinergiques, agents noradrénergiques, Connolly & Lang 2014). Ces traitements
pharmacologiques sont privilégiés en premiére intention, tout du moins au début de la

pathologie (pour revue voir, Connolly & Lang 2014).

1.3.2 La stimulation cérébrale profonde

La stimulation cérébrale profonde (SCP) consiste a implanter des électrodes de
stimulation électrique dans différentes structures cérébrales sous-corticales (Faggiani &
Benazzouz 2016). Une stimulation électrique a haute fréquence est ensuite appliquée au
travers de celle-ci. La stimulation du NST améliore nettement 'ensemble des symptémes
moteurs tout en permettant la diminution voire I'arrét des traitements pharmacologiques.
Bien que le mécanisme d’action de la SCP soit controversé, elle est trés efficace sur le plan
thérapeutique (Little et al. 2013) et permet de réaliser des enregistrements
électrophysiologiques chez les patients parkinsoniens éveillés (Hutchison et al. 1998; Levy et
al. 2000; Benazzouz et al. 2002). Ces derniers ont identifié des altérations

électrophysiologiques que nous allons a présent détailler.
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1.5 Les altérations électrophysiologiques de la maladie de Parkinson

l.5.1 Altérations de la fréequence de décharge

Les changements de la fréquence de décharge des neurones des GB font partis des
premieres altérations électrophysiologiques mises en évidence dans la MP. Le modéle
classigue a été établi sur la base de ces études princeps réalisées chez le primate MPTP.
Elles ont montré que la fréquence de décharge est diminuée dans le GP et augmentée dans
le NST et le GPi (figure 4, Albin et al. 1989; Delong 1990; Alexander & Crutcher 1990). Il a
donc été proposé que les symptdbmes parkinsoniens, résultent d’'un déséquilibre entre les
voies directe et indirecte ; lui-méme responsable de l'augmentation du tonus inhibiteur
exercé par le GPi/SNr sur le systéme thalamo-cortical. Plus précisément, la perte DAergique
diminuerait I'activité des dMSN et augmenterait celle des iIMSN (figure 4). Par conséquent,
'activité des neurones du GP diminuerait, favorisant le tonus excitateur exercé sur le
GPi/SNr par le NST (Delong 1990). De nombreuses données viennent étayer ce modéle. Par
exemple, les dMSN ont une fréquence augmentée a l'inverse de celle des IMSN (Mallet et al.
2006). Des altérations similaires ont été rapportées pour le GP (Boraud et al. 1998; Raz et
al. 2000; Mallet et al. 2008), le thalamus moteur et les neurones PT du cortex moteur M1
(Pasquereau & Turner 2011). Il a été montré que les neurones du NST et de la SNr/GPi sont
hyperactifs dans les modéles rongeurs (Burbaud et al. 1995; Ni et al. 2001) et primates
(Bergman et al. 1994; Bezard et al. 1999; Boraud et al. 1998). Enfin, la Iésion du NST
(Bergman et al. 1990; Burbaud et al. 1995) ou sa stimulation électrique a haute fréquence
(Benazzouz et al. 1993; Benazzouz et al. 1996) améliorent la symptomatologie motrice.
Cependant de nombreux arguments contredisent ce modele. En effet, les altérations
fréquentielles ne sont pas retrouvées dans toutes les études au niveau du GP (Bezard et al.
1999), du NST (Tai et al. 2003), de la SNr/GPi (MacLeod et al. 1990; Bergman et al. 1994;
Wichmann et al. 1999; Murer et al. 1997; Raz et al. 2000; Leblois et al. 2007), du thalamus

(Pessiglione et al. 2005) et du cortex moteur (Goldberg et al. 2002; Degos et al. 2013). Les

a7



incohérences de ce modéle ont poussé les chercheurs a explorer d’autres caractéristiques

des trains de PA : le patron de décharge et les oscillations synchronisées.

A Classical model B Mink model

Normal Parkinson’s disease Normal Parkinson’s disease
B-oscillations involvement ?
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Figure 4 : Altérations fonctionnelles de la boucle cortex ganglions de la base dans la maladie de
Parkinson

(A) Modeéle classique de la physiopathologie de la maladie de Parkinson. La dégénérescence de la SNc induit
une déplétion dopaminergique striatale a l'origine de I'hyperactivit¢ de la SNr. Cette derniére aboutit &
I'hypoactivité du systéme thalamo-cortical qui est supposée étre a 'origine de I'akinésie/bradykinésie de la MP.
(B) Modele de Mink et implication dans la maladie de Parkinson. La dégénérescence de la SNc induit un
recouvrement des groupements neuronaux qui encodent les actions sélectionnées ou non. L'exacerbation de la
synchronisation 8 au sein de la bCGB pourrait étre a I'origine de ces altérations.

Figures modifiées d’aprés Bronfeld & Bar-Gad 2011

1.5.2 Altération du patron de décharge

Au cours de la chirurgie d'implantation de [I'électrode utilisée pour la SCP, un
repérage électrophysiologique est réalisé afin de cibler le NST ou le GPi. Ces
enregistrements ont mis en évidence une activité oscillatoire en bouffées, qui est
synchronisée au niveau du NST et du GPi (Hutchison et al. 1998; Levy et al. 2000). Ces
oscillations concernent majoritairement deux bandes de fréquences : celle des tremblements
(ou bande théta) et la bande B (figure 6). Des enregistrements simultanés dans différentes
structures ont pu démontrer que I'activité neuronale (unitaire et des LFP) est synchronisée
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entre les différentes structures de la bCGB de patients (figure 6, Levy et al. 2000; Marsden et
al. 2001; Shimamoto et al. 2013) et des modeles animaux (figure 5, Raz et al. 2000; Sharott
et al. 2005). Bien que l'implication physiopathologique des oscillations synchronisées soit
largement débattue, celles-ci constituent un mécanisme physiopathologique crédible a la

symptomatologie parkinsonienne.

Le modele de Mink (1996), précédemment expliqué, postule que les GB forment un
systeme de sélection de I'action qui est sous la dépendance du systéme DAergique. Les
neurones de la SNr et du GPi, en charge d’encoder I'action sélectionnée, sont désinhibés
contrairement a ceux qui codent les programmes moteurs concurrents. Par conséquent, le
chevauchement de ces groupements neuronaux du GPi pourrait altérer la sélection de
l'action (figure 4) comme le suggérent des études réalisées chez le primate MPTP (Boraud
et al. 2000; Leblois et al. 2006; Bronfeld & Bar-Gad 2011). La synchronisation excessive des
neurones du GPi par les oscillations pourrait alors étre a l'origine de la symptomatologie

motrice (Connolly et al. 2015; Johnson et al. 2016).
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Figure 5 : Altérations de la synchronisation de I'activité neuronale des GB lié a la perte de dopamine chez
les rats 6-OHDA anesthésiés.

(A) La déplétion DAergique est responsable d’'une synchronisation excessive de I'activité électrophysiologiques
des neurones des GB qui apparait aux mémes fréquences que I'état cortical dominant, ici dans les ondes lentes
(0,3-1,5 Hz). L'origine de cette synchronisation est vraisemblablement li¢ a I'augmentation de la fréquence de
décharge des iIMSN qui se répercute dans le reste de la boucle (neurones prototypiques, arkypallidaux et de la
SNr). Noter que les neurones arkypallidaux sont quasiment silencieux dans I'état d’onde lente chez le rat controle
et que leur fréquence de décharge augmente lors d’'une activation de I'état cortical (astérisque). Chez le rat 6-
OHDA, leur activité est augmentée et devient synchronisée avec les SWA. Noter également que les neurones
arkypallidaux, les iIMSN et ceux de la SNr déchargent dans les états haut des SWA contrairement aux neurones
prototypiques. Les neurones du NST déchargent aussi dans les états hauts chez les rats controles et hémi-lésés.
(B) Lorsque le cortex est dans un état activé, la synchronisation neuronale de la bCGB s’effectue dans les
bandes de fréquences B (10-30 Hz) chez le rat 6-OHDA. Cette synchronisation 8 est évidente dans I'activité du
micro-réseau GP-NST dont les neurones se synchronisent en phase avec les oscillations 3 enregistrées dans
'EcoG du mCx. La figure du haut présente un enregistrement simultané d’un neurone prototypique, arkypallidal et
du NST. Les lignes indiquent le pic des oscillations de I'EcoG du mCx utilisées pour construire les diagrammes
linéaires de phase présentés dans la figure du bas. Cette derniére montre que les neurones prototypiques sont
en opposition de phase avec les neurones arkypallidaux et ceux du NST.

Figures modifiées d’aprés Murer et al. (2002), Belluscio et al. (2003) et Mallet et al. (2006, 2008).
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1.5.3 Oscillations synchronisées dans la maladie de Parkinson

111.5.3.1 Tremblement parkinsoniens et bande théta

Les oscillations théta (4-7 Hz) ont été les premieres synchronisations a étre
identifiées dans la MP (figure 6). Une série d’études menées chez le singe MPTP a mis en
exergue qu’'une proportion non négligeable des neurones du NST et du GPi oscille a la
fréquence des tremblements (Wichmann et al. 1994; Bergman et al. 1994; Raz et al. 2000).
Par la suite, ces données ont été confirmées chez les patients parkinsoniens et des
neurones qualifiés de « liés aux tremblements » ou « Tremor-related» dans le NST ont été
découverts (Rodriguez et al. 1998; Hutchison et al. 1998; Reck et al. 2009, figure 6). Plus
important encore, il a été montré que les synchronisations des neurones du GPi et de ses
LFP étaient étroitement corrélées a l'activité musculaire de tremblement (Hurtado et al.
1999). Ces découvertes ont, pour la premiére fois, permis de postuler que le développement
d’activités oscillatoires anormales au sein des GB pourrait étre a [lorigine de la

symptomatologie motrice de la MP (figure 6).

111.5.3.2 Les oscillations B sont-elles a l'origine de I'akinésie/bradykinésie

parkinsonienne ?

Dans ce paragraphe, nous allons tenter d’exposer les données expérimentales qui
permettent de postuler que les oscillations B sont responsables des symptdmes de la MP.
Dans chacun des paragraphes nous débuterons par les arguments en faveur de cette

théorie que nous opposerons ensuite aux arguments ou données contradictoires.
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1.5.3.2.1 Synchronisation 8 dans la maladie de Parkinson

Un des rares consensus qui concerne les oscillations de la MP est que la
synchronisation de la bhCGB est augmentée dans la gamme de fréquence (3 (10-30 Hz). Les
enregistrements réalisés chez les patients parkinsoniens ont montré qu’environ 30 % des
neurones du NST et du GPi présentent une activité oscillatoire synchrone a la fréquence 3
(Levy et al. 2000; Kuhn et al. 2005; Weinberger et al. 2006; Moran et al. 2008; Weinberger et
al. 2012). En réalité, I'expression des oscillations 3 est maximale dans les territoires moteurs
des GB (Kuhn et al. 2005; Weinberger et al. 2006; Trottenberg et al. 2007; Moran et al. 2008;
Zaidel et al. 2010; Weinberger et al. 2012; Levy et al. 2000), du thalamus (Basha et al. 2014)
et du cortex (Shimamoto et al. 2013). Cependant, d'autres études montrent que la
surexpression des oscillations 3 n’est pas pathognomonique a la MP. Elles sont présentes
en exces dans le thalamus de patients dystoniques ou ayant des tremblements essentiels

(Basha et al. 2014).
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Figure 6 : Expression des oscillations 3 et théta dans les GB des patients parkinsoniens

(A) Des neurones différents du NST oscillent aux bandes  (gauche) et Théta (droite). Il a été postulé que les

oscillations théta soient responsables des tremblements alors que I'akinésie/bradykinésie serait due a

I'expression des oscillations B. Le graphique du bas illustre la distribution de la fréquence des oscillations des

neurones du NST enregistrés chez différents patients parkinsoniens. Noter la double distribution correspondant

aux bandes de fréquences B et théta. Egalement, la fréquence de tremblement de chaque patient (fleches)

correspond avec la bande d’oscillation des neurones du NST (R Levy et al. 2000; Moran et al. 2008).

(B) Les oscillations B enregistrées dans le NST et le GPi des patients (haut) sont supprimées par la L-DOPA

(milieu) et la stimulation cérébrale profonde (DBS, bas, Brown et al. 2001; Hammond et al. 2007; Kihn et al.

2009).
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11.5.3.2.2 Corrélation entre les oscillations B et 'akinésie/bradykinésie

Afin d’établir un lien entre les oscillations B et I'akinésie/bradykinésie, il est
indispensable de corréler leur expression avec lintensité des symptdmes. Alors que
certaines études ont pu établir un lien entre les symptébmes et l'étendue de la
synchronisation  (Pogosyan et al. 2010) ou la stabilité des oscillations  (Chen et al. 2010)
dans le NST de patients non-traités, d’autres n’ont pas reproduit ces résultats (Weinberger et
al. 2006; Moran et al. 2008; Kihn et al. 2009). De plus, il a été montré dans les modeéles
animaux que les troubles moteurs, et notamment I'akinésie/bradykinésie, apparaissent avant
I'émergence des oscillations B (Leblois et al. 2007; Degos et al. 2009; Connolly et al. 2015;
Muralidharan et al. 2016). La fragilité du lien entre les oscillations (3 et I'akinésie/bradykinésie

est certainement I'argument le plus défavorable au réle pathologique des oscillations 3.

Pour renforcer le lien entre les oscillations 3 excessives et I'akinésie/bradykinésie,
certains auteurs ont proposé une approche plus causale. Il a ainsi été mis en avant que
laugmentation de la synchronisation § a l'aide de I'électrode de SCP (Brown et al. 2004),
aggrave l'akinésie des patients parkinsoniens (Fogelson et al. 2005; Chen et al. 2007,
Eusebio et al. 2008; Chen et al. 2011), suggérant un lien entre les symptémes et le niveau
de synchronisation (. Cependant, la stimulation a la fréquence [ n’altéere pas le
comportement moteur dans tous les modéles expérimentaux testés (Syed et al. 2012). Il a
également été rapporté chez les patients parkinsoniens, que la stimulation du NST a plus
faible fréquence (5-10 Hz) aggrave les symptdomes moteurs (Moro et al. 2002; Timmermann

et al. 2004; Fogelson et al. 2005).
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111.5.3.2.3 Corrélations entre les traitements et les oscillations 8

La suppression des états hyper-synchronisés par les traitements antiparkinsoniens
est I'un des arguments les plus utilisés pour appuyer le role pathologique des oscillations 3
(figure 6). La majorité des études a rapporté que les oscillations $ sont supprimées par la
Iévodopa (Brown et al. 2001; Weinberger et al. 2006; Priori et al. 2004), 'apomorphine (Levy
et al. 2002; Priori et al. 2004; Sharott et al. 2005) mais aussi par la SCP chez les patients et
les modéles animaux (Wingeier et al. 2006; Eusebio et al. 2008; Hammond et al. 2007,
Weinberger et al. 2012). Plus important encore, il a été mis en évidence une corrélation entre
la diminution de la synchronisation 3 en réponse a la lévodopa et/ ou a la SCP, et le score
clinique de I'akinésie/bradykinésie (Kuhn et al. 2006; Ray et al. 2008; Kihn et al. 2009; Kato
et al. 2015; Oswal et al. 2016; Neumann et al. 2016). A contrario, un nombre restreint
d’études n’a pas reproduit ces résultats (Foffani et al. 2006; Melgari et al. 2014; Heinrichs-

Graham et al. 2014).

Le développement de la SCP en « boucle-fermées » ou « closed loop », argumente
en faveur de limplication des activités hyper-synchronisées dans I'akinésie/bradykinésie.
Ces systémes consistent a appliquer la stimulation a haute fréquence uniquement lorsque la
puissance des oscillations 8 atteint un seuil. Cette méthode a donné des résultats cliniques
supérieurs a la stimulation continue classique chez le patient parkinsonien (Little et al. 2013;

Little et al. 2016) mais également chez le singe MPTP (Rosin et al. 2011).

Les résultats présentés apportent un faisceau de preuves contradictoires qui ne nous
permet pas de conclure quant au rble précis des oscillations B. Nous décrirons dans le
paragraphe suivant les différentes théories qui ont été élaborées pour expliquer les

mécanismes physiopathologiques des oscillations 3.
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111.5.3.2.4 Discussion de limplication causale des oscillations B dans
I'akinésie/bradykinésie

Nous avons vu précédemment que des hypothéses sur I'implication fonctionnelle des
oscillations B dans la situation physiologique ont été élaborées. Globalement, elles
s’accordent pour proposer que I'excés de synchronisation 3 induit un déficit de la capacité de
la bCGB a traiter I'information motrice, lui-méme a I'origine de 'akinésie/bradykinésie (Brown
2003; Schnitzler & Gross 2005; Uhlhaas & Singer 2006; Gatev et al. 2006; Hammond et al.
2007). Plus précisément, I'expression anormale des oscillations B pourrait altérer le filtre
dynamique du striatum (Courtemanche et al. 2003), favoriser un état fermé du réseau
(Leventhal et al. 2012), ou encore maintenir anormalement une action sélectionnée (Engel &
Fries 2010) en protégeant des assemblées neuronales déja constituées (Hosaka et al.
2016). Néanmoins, les évidences expérimentales étant trop contradictoires, des hypothéses

alternatives ont été avancées.

Certains auteurs ont proposé que la synchronisation anormale au sein de la bCGB a
différentes bandes de fréquences soit pathologique (Connolly et al. 2015; Johnson et al.
2016). En effet, les oscillations B ne sont pas pathognomoniques et d’autres oscillations
hyper-synchronisées ont été enregistrées dans les GB (Dejean et al. 2007; Dejean et al.
2012). L’hypothese alternative la plus classiquement retrouvée dans la littérature est que les
oscillations B sont un sous-produit de l'activité électrophysiologique de la bCGB. Des
données computationnelles de notre équipe suggérent que les oscillations B représentent un
des états dynamiques pathologiques du réseau (Leblois et al. 2006). En accord avec de
précédents travaux expérimentaux (Leblois et al. 2006; Degos et al. 2009), ce modele
suggére que les symptbmes moteurs apparaissent avant I'expression de ces oscillations.
Ainsi, 'émergence des oscillations [ signalerait un changement d’état dynamique qui
résulterait d’'un déséquilibre entre les boucles de rétrocontrble positif (la voie directe) et

négatif (voie hyperdirecte).
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Les résultats présentés ne nous permettent pas de conclure quant au réle précis des
oscillations B dans la symptomatologie de la MP. Afin de répondre a cette question, il nous
paraissait essentiel de comprendre les mécanismes de génération de ces oscillations. Ce

travail de thése s’inscrit dans cette dynamique.

1.6 Les substrats neuronaux des oscillations 8

1.6.1 Les oscillations sont une propriété émergente du réseau CGB

La majorité des neurones des GB a une activité tonique (ou oscillante) qui n’est pas
synchronisée lorsqu’elle est isolée du reste du réseau (Plenz & Kital 1999; Bevan et al.
2002). C’est pourquoi, aucune étude in vitro n’a pu rapporter d’oscillations B hyper-
synchronisées chez le rongeur hémi-lésé. In vivo, lorsque la SNr est déconnectée du
thalamus, les oscillations B disparaissent dans la bCGB (Brazhnik et al. 2016). Ainsi,
certaines propriétés dynamiques, comme les activités oscillatoires synchronisées, émergent
uniguement quand le réseau est connecté en boucle fermée, comme confirmé par des

études computationnelles (Leblois et al. 2006; Pavlides et al. 2015; Kumaravelu et al. 2016).

Les boucles rétroactives enchevétrées les unes dans les autres sont nombreuses
dans le réseau Cx-GB. On peut citer par exemple le réseau thalamo-cortical, le striatum-GP,
la boucle GP-NST ou encore les voies directe, indirecte et hyperdirecte. Par une approche
théorique, Leblois et al. (2006) ont montré que la déplétion DAergique induit un déséquilibre
entre les voies directe et hyperdirecte qui pourrait étre a l'origine d’'un changement d’état
dynamique du réseau, qui oscille alors a la fréquence B. Plus récemment, Pavlides et al.
(2015) ont fait la démonstration théorique que 'augmentation de la connectivité dans l'une
des boucles est a l'origine d’une instabilité qui peut étre le support de la génération des
oscillations B. Cette proposition est compatible avec les résultats expérimentaux qui ont
montré que la lésion DAergique induit respectivement une augmentation et une diminution

de la connectivité pallido-subthalamique (Fan et al. 2012) et Cx-NST (Mathai et al. 2015).
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Aujourd’hui nous ne connaissons pas I'ensemble des altérations morphologiques de
la bCGB déplétée en DA. Par conséquent le « circuit minimal» a l'origine des oscillations
synchronisées est inconnu. Ainsi, I’objectif de ce travail de thése est d’étudier
I'implication de différentes structures de la bCGB afin d’isoler ce réseau minimal ou
tout du moins, d’exclure des modeéles, celles qui ne sont pas nécessaires au maintien

des oscillations B.

11.6.2 L’hypothése d’une genése striatale

L’hypothése d’'une genése striatale est née suite a I'observation d’oscillations
exprimées dans le striatum d’animaux contrdles (Courtemanche et al. 2003; Berke et al.
2004). Alors, la déplétion DAergique pourrait exacerber I'expression striatale des oscillations
B mais également faciliter leur transmission dans la bCGB (McCarthy et al. 2011; Kondabolu

et al. 2016; Corbit et al. 2016).

Pour soutenir cette hypothése, deux mécanismes ont été avancés. Le premier repose
sur 'augmentation du tonus cholinergique dans le striatum (McCarthy et al. 2011; Kondabolu
et al. 2016). Grace a des approches électrophysiologiques et computationnelles, les auteurs
ont montré que linjection d'un agoniste cholinergique (McCarthy et al. 2011) ou la
stimulation optogénétiqgue des ChAT (Kondabolu et al. 2016) induisent, en paralléle d’'une
altération motrice, de larges oscillations B dans le striatum et le Cx de rongeurs normaux.
Cette proposition repose sur linhibition d’'un courant potassique des MSN, le courant-M,
induite par 'augmentation du tonus cholinergique et 'activation de récepteurs muscariniques
(McCarthy et al. 2011). Le second mécanisme est théorique (Corbit et al. 2016). Il propose
que la boucle formée entre le GP, les interneurones FSI et les iIMSN pourrait étre a I'origine
de la génération des oscillations 3. Ce modeéle repose sur de précédentes travaux, qui ont
mis en évidence une augmentation du tonus GABAergique exercé par les FSI sur les iIMSN

chez des souris hémi-lésées (Gittis et al. 2011).
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Cependant, les données obtenues chez le primate MPTP permettent de remettre en
guestion ces propositions. En effet, les modéles théoriques impliquent que les MSN soient
entrainés au rythme (. Or, il a été montré chez le primate MPTP que les TAN sont
synchronisés dans la bande B, alors que les MSN ne le sont pas (Deffains et al. 2016). Cette
étude suggeére également que l'activité du GPi est dépendante du NST mais pas du striatum,
tant chez I'animal contrdle que chez le singe MPTP. Par conséquent, le striatum jouerait un
rOle permissif dans la synchronisation B a I'inverse du micro-réseau GP-NST qui semble plus

a méme de controbler I'activité de la bCGB.

11.6.3 L’hypothése d’une genése corticale

Le mCx influence fortement l'activitt des GB en condition physiologique et
pathologique. Chez I'animal contréle, les neurones du NST oscillent en phase avec les SWA
générées par le systéme cortico-striatal (Magill et al. 2000a; Magill et al. 2000b). A l'inverse,
les neurones de la SNr et du GP ne sont pas synchronisés. A la suite d’une déplétion
DAergique la situation change drastiqguement puisque les neurones de la SNr et du GP se
synchronisent avec les SWA (Belluscio et al. 2003; Walters et al. 2007; Zold et al. 2012).
Deux hypothéses ont été avancées pour expliquer ces modifications observées dans la MP.
La premiére postule que ces synchronisations serait la conséquence de l'altération du filtre
striatal des IMSN, consécutive a la Iésion DAergique (Tseng et al. 2001; Belluscio et al.
2003; Zold et al. 2012), qui rendrait le striatum plus permissif aux activités rythmiques
corticales. Par conséquence, si les oscillations B sont générées dans le mCx, elles
pourraient étre transmises a I'ensemble des GB via la voie cortico-striatale (Jayasinghe et al.
2015). Cependant, des données contradictoires obtenues chez le primate MPTP remettent
en cause l'implication de ces projections cortico-striatales dans la genese et la propagation
des oscillations B au sein de la boucle CGB. En effet, il a été rapporté que les neurones

cortico-striataux ne sont pas synchronisés au rythme 3, a l'inverse des neurones du tractus
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pyramidal (Pasquereau & Turner 2011). C’est pourquoi une deuxiéme hypothése a été
formulée. Cette derniére propose que la voie hyperdirecte est a 'origine de la genése et de
la propagation des oscillations B (Tachibana et al. 2011) en dirigeant I'activité d’un oscillateur
sous-cortical endogéne : le micro-réseau GP-NST. Nous décrirons les mécanismes
cellulaires impligués dans un paragraphe ci-aprés. Des données expérimentales viennent
appuyer cette théorie. Des études de causalité de Granger réalisées chez les patients
parkinsoniens ont montré que les oscillations  corticales précedent et dirigent celles du NST
(Lalo et al. 2008; Oswal et al. 2016). De plus, il a été montré que les oscillations B des
neurones du NST sont supprimées par linjection d’antagonistes glutamatergiques dans le
NST (Tachibana et al. 2011; Pan et al. 2014). Toutefois, les résultats des études de causalité
de Granger précédemment présentés n’ont pas été répliqués dans toutes les études (Oswal
et al. 2013). Enfin, il apparait que la connectivité de la voie hyperdirecte est diminuée chez le

primate MPTP (Mathai et al. 2015).

Les données contradictoires présentées, ne nous permettent pas de conclure sur
limplication du mCx dans I'’hyper-synchronisation B de la bCGB. L’'un des objectifs de cette
thése a été de questionner le réle du mCx dans la propagation et la maintenance des

oscillations B exacerbées chez le rat 6-OHDA.

11.6.4 Implication du thalamus intralaminaire

Le thalamus intralaminaire (PF) est une source glutamatergique majeure de la bCGB.
Nous avons vu précédemment, qu’il projette sur le striatum et le GP-NST et recoit des
afférences inhibitrices des structures de sortie. Un modéle théorique a identifié le PF comme
un acteur potentiel impliqué dans le maintien des oscillations  (Nevado-Holgado et al.
2014). En effet, cette étude a montré que les entrées thalamiques des neurones
arkypallidaux et du NST sont nécessaires pour reproduire I'opposition de phase du micro-

réseau GP-NST démontrée chez le rat 6-OHDA (Mallet et al. 2008).
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De nombreuses données expérimentales viennent étayer I'implication du PF dans la
symptomatologie parkinsonienne. Il a été montré que les neurones du PF dégénérent chez
le patient et les modéles animaux de la MP (Villalba et al. 2014) et que leur activité
oscillatoire est fortement augmentée (Yan et al. 2008; Parr-Brownlie et al. 2009). Pour ces
raisons, cette structure est proposée comme une cible potentielle de la SCP dans certaines
formes de parkinsonismes a tremblements ou lors de complications motrice liées a la
Lévodopa (Sadikot & Rymar 2009). Récemment, Parker et al. (2016) ont montré qu’'une
inhibition des projections PF-striatum améliore I'akinésie d’'un modéle murin de la MP. A
linverse, la lésion du PF n’améliore pas le score moteur des singes MPTP (Lanciego et al.

2008), ni la locomotion des rats 6-OHDA (Henderson et al. 2005).

Aujourd’hui, le réle du PF dans la symptomatologie et la synchronisation f
parkinsonienne sont méconnus. Un des objectifs de ce travail est de questionner le réle du

PF dans la propagation et la maintenance des oscillations  exacerbées chez le rat 6-OHDA.

111.6.5 Le micro-réseau GP-NST : un générateur de rythme ?

Le micro-réseau GP-NST est un générateur de rythme endogéne (Plenz & Kital 1999)
situé dans une position idéale pour orchestrer les oscillations synchronisées de I'ensemble
des noyaux des GB (Mallet et al. 2008). A titre d’exemple, le GP est capable de remettre a
zéro l'activité du NST (Bevan et al. 2002), des neurones de I'EP (Kita 2001) mais également

d’autres neurones du GP via ses collatérales d’axones (Miguelez et al. 2012).

Plusieurs mécanismes théoriques ont été proposés. Premiérement, la structure et les
propriétés membranaires de ce micro-réseau sont semblables a celle d’'un générateur de
rythme, capable de maintenir une activité oscillatoire auto-entretenue (Terman et al. 2002;
Bevan et al. 2002; Kumar et al. 2011, Stein & Bar-Gad 2013). Effectivement, les neurones du
NST expriment des rebonds post-inhibiteurs qui peuvent étre induits par une forte
hyperpolarisation pallidale (Bevan et al. 2000). En retour, le GP recoit des entrées
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excitatrices en provenance du NST, ce qui renforce le mécanisme. Cependant la période des
oscillations induites par ces rebonds est relativement lente (<10 Hz, Baufreton et al. 2005) et
ces dernieres n’ont pas été confirmée in vitro sur des tranches des cerveaux (Loucif et al.
2005). Bien que ce mécanisme soit contesté pour les oscillations B, il a permis de poser le
principe de base des mécanismes oscillatoires autoentretenus dans le micro-réseau GP-
NST, a savoir : une réverbération excitatrice du NST sur le GP (figure 5). Plus récemment,
une autre conductance compatible avec la période des oscillations f a été suggérée.
Effectivement, I'hyperpolarisation induite par une stimulation du GP est a l'origine d'une
désinactivation de canaux-sodiques voltage-dépendant (Nav, Baufreton et al. 2005). Ceci a
pour conséquence d’augmenter la quantité de canaux Nav disponibles et de faciliter une
éventuelle synchronisation du NST par ses entrées excitatrices. Ainsi, 'augmentation de la
connectivité GP-NST pourrait sensibiliser le micro-réseau aux activités rythmiques corticales
transmises via la voie hyperdirecte et expliquer 'augmentation de la cohérence entre le
cortex et le micro-réseau dans la MP (Magill et al. 2000; Mallet et al. 2008). Cette hypothese
est en accord avec les travaux de Fan et al. (2012) qui ont confirmé I'augmentation de
connectivité synaptique du GP sur le NST. Enfin, les données expérimentales
précédemment présentées (voir chapitre 1.3.5.3) étayent ces résultats (Tachibana et al.
2011; Pan et al. 2014). Néanmoins, cette hypothése n’a jamais été vérifiée spécifiquement et

la contribution individuelle du GP dans la synchronisation 3 n’a jamais été étudiée.

Aujourd’hui, la contribution du GP dans la synchronisation B parkinsonienne est
méconnue. Un des objectifs de ce travail est de questionner le réle du GP dans la

propagation et la maintenance des oscillations B exacerbées chez le rat 6-OHDA.
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IV. Hypotheses et approche expérimentale

Les mécanismes physiopathologiques a l'origine des symptdmes moteurs de la MP
sont encore débattus. Dans lintroduction, nous avons vu que le développement d’'un état
hyper-synchronisé a la fréquence B pourrait induire un déficit de la capacité de la bCGB a
traiter I'information motrice. Ce dernier serait lui-méme a l'origine de I'akinésie/bradykinésie.
Cependant, nous avons vu que les données cliniques et expérimentales ne font pas
consensus et qu’elles questionnent le réle pathologique des oscillations B. Afin de répondre
a cette question, il nous apparaissait nécessaire d'étudier les mécanismes a l'origine de
'émergence de cet état hyper-synchronisé. Nos travaux de thése s’inscrivent dans cette
perspective, puisqu’ils ont pour but d’identifier certains substrats neuronaux impliqués dans

le maintien des oscillations 3 exacerbées dans la MP.

Au regard de la littérature, le NST est un carrefour anatomique situé au centre de
réseaux potentiellement impliqués dans I'émergence d’'un état hyper-synchronisé. Ainsi,
nous avons émis '’hypothése que le maintien des oscillations  anormales implique I'une des
principales entrées du NST, a savoir le cortex moteur, le noyau parafasciculaire du thalamus

et le globus pallidus.

63



Hypothéses de travail et opérationnelles :

H1l: Le Cortex moteur est-il impliqué dans le maintien des oscillations B
exacerbées de la maladie de Parkinson ?

> L’inhibition optogénétique du cortex moteur supprime-t-elle la synchronisation

entre le cortex moteur et le noyau sous-thalamique des rats 6-OHDA ?

H2 : Le noyau parafasciculaire du thalamus est-il impliqué dans le maintien

des oscillations 3 exacerbées de la maladie de Parkinson ?

> L’inhibition optogénétique du noyau parafasciculaire du thalamus supprime-t-elle la
synchronisation B entre le cortex moteur et le noyau sous-thalamique des rats 6-

OHDA ?

H3: Le globus pallidus est-il impliqgué dans le maintien des oscillations 8
exacerbées de la maladie de Parkinson ?

> L’inhibition  optogénétique du globus pallidus supprime-t-elle la

synchronisation 8 entre le cortex moteur et le noyau sous-thalamique des rats

6-OHDA ?

Pour répondre a nos questions, nous avons développé une approche
électrophysiologique couplée a des inhibitions optogénétiques chez le rat 6-OHDA
anesthésié. A l'aide de vecteurs viraux, nous avons fait exprimer I'opsine Archaerhodopsine
dans le mCx, le PF et le GP de rats 6-OHDA hémi-lésés. Nous avons ensuite réalisé des
enregistrements électrophysiologiques couplés a des inhibitions optogénétiques des
structures infectées. Chez ces animaux anesthésiés, nous avons réalisé des

enregistrements simultanés du mCx (EcoG), de I'activité unitaire et des potentiels de champs

locaux dans le NST. Pendant les périodes de synchronisation B (identifiées a partir de
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I'EcoG), nous avons appliqué notre protocole d’inhibition optogénétique afin de déterminer
limplication causale du mCx, du PF et du GP dans le maintien des oscillations . Cette
approche nous a permis de mesurer I'effet de linhibition des différentes structures sur (1)
'expression des oscillations B du mCx, (2) le niveau de synchronisation au sein des GB

(enregistrements du NST) et (3) le niveau de synchronisation entre le mCx et les GB.
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MATERIELS ET METHODES

I. Approbation de I'étude

Toutes les expériences décrites dans cette these ont été réalisées conformément aux
directives 2010/63/UE du Parlement européen et du Conseil du 22 septembre 2010 relatives
a la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques. Le projet a été approuvé par le
comité d’éthique pour I'expérimentation animale d'Aquitaine et par le Ministére de

I'enseignement supérieur et de la recherche sous le numéro 5012079-A.

II. Animaux

Des rats adultes Spragues-Dawley méales (300-400 g, Janvier Lab, le Genest-Saint-
Isle, France) ont été utilisés dans cette étude. Les animaux étaient hébergés en cages
collectives, dans des conditions de lumiére artificielle (cycle 12h jour/12h nuit), a 24 °C avec
libre acces a I'eau et a la nourriture. En fonction de I'étude, différents groupes expérimentaux
ont été constitués. Ainsi, des rats Iésés ont été injectés avec des virus permettant l'infection
et la modulation optogénétique des neurones dans le Cx (n=11), le GP (n=15) et le PF (n=7).
Un groupe d’animaux parkinsoniens a également était utilisé pour une expérience contrdle

de stimulation juxtacellulaire (n=5).

III. Injection stéréotaxique de 6-Hydroxydopamine et test de

rotation

Dans cette étude, nous nous sommes servis d’'un modéle rongeur de la maladie de
Parkinson, induit par une injection unilatérale de la toxine 6-hydroxydopamine (6-OHDA).
Pour cela, les rats ont été anesthésiés a lisoflurane 4-5 % (Iso-vet, Piramal healthcare UK,
Morpeth, Royaume-Uni) puis placés dans un cadre stéréotaxique (Unimécanique, France) et
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maintenus sous anesthésie a un pourcentage d’isoflurane de 1,5 %. Une injection unilatérale
de 6-OHDA a ensuite été faite dans le faisceau médian du télencéphale droit:
antéropostériorité (AP) : -3,8 mm par rapport au bregma ; latéralité (L) : +1,6 mm par rapport
a la ligne médiane; position dorsoventrale (DV): de -7 a -8 mm; comme décrit
précédemment (Mallet et al. 2006). Brievement, 2,5 pL d'une solution de 6-OHDA
hydrobromide (3 pg/uL, m/v, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) a été injectée a
l'aide de capillaires en verre (50 um de diametre) en 5 points d’injection de 500 nL séparés
de 250 um (de 7 & 8 mm par rapport a la surface corticale). La 6-OHDA était préalablement
dissoute dans une solution de chlorure de sodium 0,9 % contenant 0,1 % d’acide ascorbique
(m/v, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Afin de protéger le systéme
noradrénergique, les animaux étaient prétraités a la désipramine hydrochloride (25 mg/Kg,
i.p, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), 30 min avant l'injection de 6-OHDA. A la
fin de la chirurgie, les rats ont été injectés avec 4 mL de sérum glucosé 5,5 % (s.c) et un

traitement antalgique était délivré avant le réveil de I'animal (Buprénorphine, 0,05 mg/Kg).

Afin d’évaluer le degré fonctionnel de Iésion induite par la 6-OHDA, un test de rotation
a 'apomorphine était réalisé 2 semaines aprés la chirurgie (Schwarting & Huston 1996,
Mallet et al. 2008a, Mallet et al. 2008b). Le nombre de rotations complétes a été quantifié
apres une injection d’apomorphine hydrochloride (0,05 mg/Kg, s.c., Apokinon, Laboratoire
Aguettant, Lyon, France). Seuls les rats présentant au moins 80 rotations en 20 min ont été
sélectionnés. Il est important de préciser ici qu’un traitement a 'apomorphine n’induit pas
I'expression anormale des oscillations 3 (Sharott et al. 2005a; Mallet et al. 2008; Mallet et al.

2008).
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IV. Injection stéréotaxique des AAV modifiés

Afin d’infecter les différentes structures ciblées et permetire I'expression des
différentes opsines choisies, des solutions virales ont été injectées aprés repérage
stéréotaxique a 'aide de capillaires en verre (50 um de diamétre) selon la méme procédure
gue celle appliquée pour la Iésion 6-OHDA. Les coordonnées, les volumes, les titres viraux,
les références ainsi que les transgénes et leurs promoteurs sont recensés dans le tableau ci-
dessous. En fonction des études, les injections ont été effectuées en méme temps ou 2
semaines aprés linjection de 6-OHDA. Les enregistrements électrophysiologiques ont été
réalisés, & minima, 4 semaines apres les infections virales pour permettre une expression
suffisante des opsines a la surface des neurones ciblés. Pour infecter les neurones du GP,
nous avons utilisé un promoteur neuronal ubiquitaire : h-Synapsine (hSyn). Afin de cibler les
neurones excitateurs du mCx et du PF, nous avons utilisé le promoteur de la protéine kinase

Ca2+/calmoduline-dépendante Il (CamKIl).

L Coordonnées R . ,
Structure Injections AP L DV Transgene Titre Sérotype
. -5,6 hSyn- .
Globus Pallidus 2x300nL -0.9 2,8 61 eArch3 ﬁ g
2 8 -1 O
4 CamKio- S 5 8
- [@) =
Cortex moteur MUM2 ~ 4x500 L. ——2:8_ 15 Camria E 38 AAS
34 1,8 eArchT3 < >
" 26 g5>2
o CamKlla- o 2
Parafasciculaire 1xs00nL -4 1,2 -58 oArchT3

Tableau 1: Coordonnées et volumes de solutions virales injectées dans chaque structure.
Abréviations, AAV : virus associés a l'adénovirus, hSyn: h-Synapsine, eYFP : enhanced yellow fluorescent
protein, CamKIll : Protéine kinase Ca2+/calmoduline-dépendante Il, eArch3 : enhanced Archaerhodopsin 3,

eArchT3 : enhanced Archaerhodopsin T3.
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V. Enregistrements électrophysiologiques in vivo

L’anesthésie était induite par de l'isoflurane 4-5 % (Iso-vet, Piramal healthcare UK,
Morpeth, Royaume-Uni) puis maintenue par une injection systémique d’'uréthane (1,3 g/Kg,
i.p., Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Les rats ont ensuite été fixés dans un
cadre stéréotaxique et placés sur une couverture chauffante pour maintenir leur température
corporelle & 38 degrés Celsius. Une pommade ophtalmique a été appliquée pour prévenir la
déshydratation des yeux et des injections sous-cutanées de lidocaine ont permis
d’anesthésier localement le scalp. Le niveau d’anesthésie était controlé en examinant I'état
cérébral enregistré via 'EcoG (Voir ci-dessous) et en testant les réflexes consécutifs a de
Iégeres stimulations sensorielles (pincement de la queue ou pression cornéenne). Si I'état
d’anesthésie n’était pas suffisant, des doses supplémentaires d’'une solution de
xylazine/kétamine (75 et 10 mg/kg respectivement, i.p.) étaient ajoutées. Une incision du

scalp a ensuite été pratiquée afin de dégager le crane et réaliser les craniotomies.

Pour chaque expérience, un électrocorticogramme (EcoG) était enregistré au niveau
du cortex sensorimoteur (AP : -4,3 mm, L : +2 mm) a l'aide d’une vis métallique de 1mm de
diamétre juxtaposée sur la dure-mére. Une visse de référence était placée au-dessus du
cervelet controlatéral. Ces enregistrements nous ont permis de vérifier les états cérébraux
mais également, d’enregistrer les oscillations f du cortex sensorimoteur. Le signal EcoG
était filtré (1 Hz - 5 kHz) a l'aide de I'amplificateur différentiel (model 1700, A-M Systems,
Sequim, Etats-Unis) avant d’étre digitalisé avec une fréquence d’échantillonnage de 20 kHz

par le Micro1401-3 (Cambridge Electronic Design, Cambridge, Royaume-Uni).

Une fois les craniotomies réalisées (voir le tableau X) et la dure-mére dégagée, des
fibres optiques (cceur : 105 um, gaine : 125 um, Thorlabs, Maisons-Laffitte, France) étaient
insérées et les enregistrements électrophysiologiques extracellulaires in vivo étaient
effectués comme précédemment décrit (Mallet et al. 2005, Bastide et al. 2014). Des

électrodes en verre simple ou des optoélectrodes faites au laboratoire (1-3 pum, 10-20 MQ,
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figure 7), remplies d’'une solution de chlorure de sodium 0,5M contenant de la neurobiotine
(2-2 %, mlv, Vector laboratories, Peterborough, Royaume-Uni) ont été utilisées. Une
électrode de référence était implantée dans le cou de I'animal. Dans un premier temps, le
signal était amplifi¢ 10 fois avec un Axoclamp2B en mode « bridge » (Molecular Devices,
Saint Grégoire, France). Puis, il a été amplifié 100 fois avec un amplificateur différentiel
(modéle 1700, A-M Systems, Sequim, Etats-Unis), subdivisé en deux voies et filtré. L'une
d’elle a servi pour les enregistrements des potentiels d’action (filtre : 300 Hz - 10 kHz) et
l'autre pour les potentiels de champs locaux (filtre : 0,1 - 10 kHz). Enfin, le signal était
digitalisé par un Micro1401-3 avec une fréquence d’échantillonnage de 20 kHz et visualisé
grace au logiciel d’acquisition Spike2 (version 8, Cambridge Electronic Design, Cambridge,

Royaume-Uni).

Optoélectrode simple Double optoélectrode

—

1mm
1 fibre optique placée a 1mm 2 fibres optiques placées a 1 et 2mm
de la pointe de I'électrode de la pointe de I'électrode

Figure 7 : Optoélectrodes

La microphotographie a gauche montre un exemple d’optoélectrode simple utilisée pour les enregistrements dans
le PF et le mCx. Noter que la fibre optique est située a 1 mm de la pointe de I'électrode. La microphotographie a
droite montre un exemple de double optoélectrode utilisée pour les enregistrements dans le GP. Noter que les

fibres optiques sont situées & 1 mm et 2 mm de la pointe de I'électrode

Pour toutes les expériences, une électrode de stimulation électrique était implantée
dans le Cx moteur (AP : +3,5; L : +3,5; DV : +1,8 mm). La caractérisation en direct de la
réponse neuronale évoquée par cette stimulation corticale, nous a guidés pour définir la
bonne localisation des enregistrements dans le NST. Nous avons utilisé ces critéres de

réponse pour chaque expérience ou le NST était la cible d’enregistrement, a I'exception des
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manipulations optogénétiques corticales. Effectivement, l'implantation des fibres optiques

rendait impossible l'insertion d’une électrode de stimulation.

La localisation des sites d’enregistrement a aussi été validée par marquage
juxtacellulaire de certains neurones enregistrés comme décrit précédemment (Pinault 1996).
Enfin, le cerveau était fixé par une perfusion transcardiaque de NaCl 0,9 %, suivie d’'une
solution froide de paraformaldéhyde solubilisée dans du tampon phosphate salin (PFA 4 %).
Les cerveaux ont ensuite été extraits et post-fixés 1 nuit dans du PFA 4 % afin de réaliser les

contrbles histologiques adaptés.

Coordonnées
Structure
AP L DV
GP/mCx: -3,5 .
STN o 2,5 -7a8mm
PF:-2,9 (inclinaison 5°)
GP -0,9 2.8 mm Ephy:-5a7 mm
FO:-5,3 mm
Cortex moteur M1/M2 4 2,4 Ephy:-1a3,5mm
3,4 2,2 FO:-1 mm
. . Ephy:-1a3,5
Parafasciculaire -4,2 1,2 phy:- 2 a mm
FO: -5 mm

Tableau 2 : Coordonnées stéréotaxiques des enregistrements électrophysiologiques et du placement des
fibres optiques par rapport a la position du bregma.

Pour les expériences d’inhibition du mCx, deux fibres optiques ont été insérées dans le mCx. Le placement de la
fibre optique dans les expériences d’inhibition du PF a nécessité I'ajout d’'un angle de 5° sur les portoirs afin de
faciliter l'accés a [Iélectrode d’enregistrement dans le NST. Abréviations, Ephy: Enregistrements

électrophysiologiques. FO : Fibres optiques.
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VI. Protocole d’inhibition optogénétique

Nous avons effectué des stimulations optogénétiques a l'aide d’un laser (Errol laser,
Saint-Maur des Fossés, France) a la longueur d’'ondes de 561 nm pour permettre une
activation optimale de l'opsine inhibitrice ArchT. Le logiciel Spike2 et le digitaliseur CED
(Cambridge Electronic Design, Cambridge, Royaume-Uni) assuraient le contrdle du laser. Le
protocole consistait en une activation continue du laser pendant une durée de 2 secondes
répétée toutes les 10 secondes (figure 8). Ces périodes d’inhibition optogénétiques ont été
qualifiées de période ON. La période laser contrble, appelée ici période OFF, correspondait
aux 2 secondes d’enregistrement qui précédaient la stimulation laser (figure 8). Cette
période contréle nous permettait de calculer la fréquence de décharge basale des neurones
enregistrés. Avant chaque expérience, lintensité lumineuse a la sortie de la fibre était
mesurée a l'aide d’'un photométre (PM100D, Thorlabs, Maisons-Laffitte, France), calibrée et
fixée a 15 mW. Un minimum de 30 stimulations optiques a été exécuté sur les
enregistrements du NST retenus dans cette étude. La caractérisation des effets du laser sur
les neurones cibles infectés par les AAV (mCx, GP et PF) a été réalisée avec un minimum

de 10 stimulations lumineuses.

Protocole d’inhibition Définition des périodes d’analyse
optogénétique
RIod d ON +—— —r———|
! ‘\ \
[ ] ! \ \
10 SecC. I 1 — —— ——
2 sec. — |:| IZ'H ':'
— — —
\\ \ \
OFF b————+—t——

Figure 8 : Protocole d’inhibition optogénétique

Le schéma a gauche montre le protocole d’inhibition optogénétique utilisé. Une stimulation lumineuse continue de
2 secs. était appliquée toutes les 10sec. Le schéma a droite montre la méthode utilisée pour générer les périodes
d’analyse. Des concaténations des 2 sec précédant (période OFF) ou durant (période ON) la stimulation

lumineuse ont été réalisées.
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VII. Controles histologiques

Une fois les cerveaux fixés, des coupes histologiques de 50 um ont été faites au
vibratome (VT1000, Leica Microsystemes, Nanterre, France). Des marguages immuno-
histologiques sur ces coupes ont été réalisés selon la méme procédure. Elles ont d’abord été
rincées dans du PBS 0,1 %. Puis, elles ont incubé une nuit dans une solution de PBS-Triton
X100 (0,3 %, v/v) contenant I'anticorps (Ac) primaire ou, pour la révélation du marquage
juxtacellulaire, de la Streptavidine-CY3 Zymax (1/1000, Life Technologies, Villebon-Sur-
Yvette, France). Le lendemain, elles ont été rincées et incubées pendant au moins 3 h dans
une solution de PBS-Triton X100 (0,3 %, v/v) contenant I'anticorps secondaire. Enfin, elles
ont de nouveau été rincées puis montées entre lames et lamelles a l'aide de Vectashield (H-
1000, Vector laboratories, Peterborough, Royaume-Uni). L’analyse et I'acquisition du signal
fluorescent ont été effectuées a l'aide d’'un microscope a épifluorescence (Axio Imager 2,
Zeiss, Marly le Roi, France). Pour la révélation de la tyrosine hydroxylase (TH), nous nous
sommes servis d’un anticorps primaire murin monoclonal (1/1000, T2928, Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France) et d'un Ac secondaire de primate anti-souris (NL557, 1/500,
R&D system, Lille, France). Nous avons amplifié le signal eYFP, comme précédemment, a
l'aide des Ac primaire (GFP-1020, Avés labs, Tigard, Etats-Unis) et secondaire AlexaFluor
488-AffiniPur (70-545-155, Jackson Immuno Research, Suffolk, Royaume-Unis) dilués

respectivement au 1/1000 et 1/500.

VIII. Analyses des données

L’ensemble des analyses a été fait hors ligne. Les analyses spectrales et le test de
Rayleigh ont été faits comme décrit ci-apres, en utilisant le logiciel MATLAB (Mathworks,
Meudon, France). Toutes les autres analyses électrophysiologiques ont été réalisées
directement a l'aide du logiciel Spike2 (Cambridge Electronic Design, Cambridge, Royaume-

Uni). L’extraction et la classification des potentiels d’action (i.e. spike sorting) ont été faites
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par une analyse hors ligne en composante principale disponible dans le logiciel Spike2. Les
signaux EcoG et LFP ont été analysés aprés une diminution de la fréquence

d’échantillonnage (ou downsampling) a 500 Hz.

Afin de générer les histogrammes péri-stimulus, le Z-score de la fréquence de
décharge du neurone enregistré a été calculé avec un pas (défini par I'expérimentateur)

selon la formule décrite ci-apres :

(valeur du pas) - (moyenne de la ligne de base)
Z — score =

écart — type de la ligne de base

Une réponse a la stimulation laser était considérée comme significative si le z-score
de la fréquence était >2 déviation standard (réponse excitatrice) ou <-2 déviation standard
(réponse inhibitrice) pendant un minimum de 3 pas consécutifs dans les 400 msec apres le
début du stimulus lumineux. En fonction des analyses, les pas utilisés étaient de 50, 25 et/ou
5ms. La latence des réponses correspondait au premier pas de 5 msec du z-score des

histogrammes péri-stimulus, qui dépassait +/- 2.

La comparaison de l'effet induit par le protocole de stimulation optogénétique sur la
fréquence de décharge du neurone enregistré a été faite par la concaténation de toutes les
périodes ON et OFF du laser et par le calcul de l'index de modulation (Ml) comme
précédemment décrit (Oldenburg & Sabatini 2015). Le MI permet de quantifier 'amplitude de
I'effet optogénétique sur la fréquence de décharge selon la formule suivante :

_ (fréquence ON) - (frequence OFF)
~ (fréquence ON) + (fréquence OFF)

MI

Afin de construire les histogrammes linéaires de phase, le signal EcoG a été filtré
dans la bande de fréquence B (15-30 Hz) et les pics des oscillations extraits par seuillage
comme précédemment décrit (Mallet et al. 2008, Mallet et al. 2012). Nous avons analysé
lentrainement grace au test de Rayleigh en utilisant le logiciel MATLAB (Mathworks,

Meudon, France) et la toolbox ‘Circular Statistics Toolbox’ (fonction : circ_rtest, Berens
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2009). Ce test a permis de déterminer I'entrainement des neurones au cycle B en posant
comme hypothése nulle que la population était distribuée de maniére homogéne sur le cercle
trigonométrique. La mesure de la longueur du vecteur d’entrainement nous a servi pour

quantifier le degré d’entrainement des neurones a la fréquence  (Berens 2009).

Pour les analyses spectrales (spectres de puissance et mesure de cohérence), nous
avons retenu une résolution fréquentielle de =1 Hz permettant une bonne résolution des
fréquences contenues dans la bande B. Les effets des manipulations optogénétiques sur les
spectres de puissance et la cohérence ont été quantifiés par la mesure des aires sous la
courbe (ASC) compris dans la bande de fréquence B (10-30 Hz) pour les périodes ON et
OFF du laser. Lintervalle de confiance des pics de cohérence a été déterminé comme

précédemment (Leblois et al. 2007) par la formule suivante :
1—(1—0,95)1/(0375-1) gy L = nombre de fenétres utilisées, ici 512.

Pour réaliser les spectrogrammes et les cohérogrammes, une analyse multitaper
(fenétre glissante de 10 sec et de type Hanning, 5 cycles) a été faite sous MATLAB
(Mathworks, Meudon, France) a I'aide de la toolboxe Fieldtrip (Oostenveld et al. 2011). Cette
analyse a permis de déterminer le spectre de puissance et la phase des oscillations
(Convolution multitaper). Une analyse de la remise a zéro de la phase (ou phase reset) a pu
étre effectuée comme précédemment décrit (Leventhal et al. 2012). La dispersion des
phases B a été quantifiée a chaque pas temporel, en mesurant le vecteur résultant moyen

(ou mean resultant vector length, MRL).

Pour I'ensemble des autres tests statistiques, nous nous sommes servis du logiciel
Sigmaplot (Systat, Londres, Royaume-Unis). L’erreur de premiére espéce a été fixée a 5 %.
Avant toutes comparaisons statistiques, nous avons testé la normalité des distributions a
laide du test de Shapiro-Wilk nous permettant de faire, par la suite, les tests statistiques
adaptés. Les données sont représentées individuellement et/ou en utilisant des diagrammes

en boite.
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RESULTATS

I. H1: Le cortex moteur est-il impliqué dans le maintien des

oscillations 8 exacerbées de la maladie de Parkinson ?

Afin de questionner le réle du mCx dans les mécanismes de génération/maintien des
oscillations B, nous avons développé une approche d’inhibition optogénétique couplée a des
enregistrements électrophysiologiqgues du NST. Pour cela, nous avons injecté un virus
AAV5-CamKIl-eArchT3 dans le mCx de rats |ésés unilatéralement a la 6-OHDA.
L’expression de l'opsine I'Archaerhodopsine T3 (ArchT3) a rendu possible I'inhibition des
neurones du mCx au moyen de deux fibres optiques implantées au niveau cortical. Chez ces
animaux anesthésiés a l'uréthane, nous avons ensuite réalisé simultanément des
enregistrements électrophysiologiques extracellulaires dans le NST (unitaires et LFP) et de
'EcoG mesuré a la surface du mCx. Ces acquisitions nous ont permis de mesurer le niveau
de synchronisation dans les bandes de fréquences B entre le mCx et les GB, et de comparer
la synchronisation lorsque le mCx était inhibé versus la condition contréle (non-inhibé). Le
protocole de stimulation optogénétique consistait a évoquer des pulses de lumiére laser (hv)
d’'une durée de 2 secondes (période ON) répétés toutes les 10 secondes. Les deux
secondes qui précédaient chaque stimulation laser ont été utilisées comme période de
référence (période OFF). Une fois les enregistrements terminés, les animaux étaient
perfusés pour réaliser les contréles histologiques. Pour les analyses spectrales de
cohérence et de puissance des signaux LFP du NST et EcoG du mCx, nous avons
sélectionné, pour chaque rat, I'enregistrement contenant la meilleure période d’expression
des oscillations dans la bande (. Les données présentées ci-dessous correspondent aux

moyennes +/- erreur standard de la moyenne (ESM).
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.1 Validation de I’approche optogénétique

Nous avons injecté un virus AAV5-CamKIll-eArchT3 en 4 points dans le mCx de 11
rats hémi-lésés. Dans ce groupe, 5 rats ont été utilisés pour effectuer des enregistrements
électrophysiologiques dans le mCx et valider notre approche optogénétique inhibitrice. Les
analyses histologiques, faites par microscopie a fluorescence, montrent que les injections
virales ont induit une forte expression du géne rapporteur codant pour la protéine eYFP dans
larborisation dendritique et axonale des neurones corticaux infectés (figure 9A).
L’expression d’eYFP a la membrane des neurones permet la visualisation des sites de

projection du mCx infectés, en patrticulier, le striatum latéral (figure 9B) et le NST (figure 9C).

Pour tester l'efficacité du contréle optogénétique des neurones du mCx, nous avons
réalisé des enregistrements électrophysiologiques extracellulaires a I'aide d’optoélectrodes
fabriquées dans notre laboratoire (voir Matériels et méthodes, figure 7). Pour distinguer les
neurones présumés pyramidaux d’éventuels interneurones, nous avons calculé la durée
moyenne des potentiels d’action. Cette mesure a été déterminée a partir de la forme d'onde
moyenne du signal LFP filtré (figure 10A). La durée moyenne de tous les PA enregistrés de
1,7 +/- 0,07 msec ainsi que leurs distributions (figure 10A) indiquent que nos enregistrements
provenaient vraisemblablement de neurones pyramidaux. Sur un total de 55 neurones
enregistrés et présumés pyramidaux, environ 25 % (n=14) ne présentaient aucune réponse,
1 était excité et la majorité (n=40, 73 %) étaient inhibés (figure 10B). Sur ces derniers, 34
neurones ont été retenus pour comparer les fréquences ON/OFF du laser car au moins 10
stimulations lumineuses par neurone ont pu étre réalisées. Les analyses montrent que la
fréquence ON était significativement diminuée par rapport a la fréquence OFF (fréquence
ON vs OFF : 0,4 +/-0,2 PA/sec vs 3,2 +/-0,7, n=34, test de Wilcoxon, p<0,001, figure 10D et

10E).
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Figure 9 : Contrdles histologiques et infection du mCx de rats 6-OHDA.

(A) Microphotographie d’un cerveau de rat 6-OHDA en coupe coronale, illustrant I'infection de I'AAV5-CamKiII-
eArchT3 dans le mCx de I'hémisphére Iésé. L'image a gauche montre le marquage eYFP-ArchT3 du mCx et les
traces laissées par l'optoélectrode lors des enregistrements corticaux (fleches). L'image a droite montre le
marquage a la tyrosine hydroxylase (TH) de la SNc de ce rat hémi-lésé. Noter que le marquage TH est absent
dans la SNC ipsilatérale a l'injection virale (fleche). Les barres d’échelle représentent 1 mm.

(B) Microphotographie d’'une coupe coronale du cerveau du rat présentée dans la figure A, illustrant le marquage
eYFP-ArchT3 axonal au niveau du striatum. L’'image a gauche montre le marquage TH sur la méme coupe. Noter
que le marquage TH est absent dans le striatum ipsilatéral a I'injection virale. L'image au milieu. montre le
marquage axonal eYFP-ArchT3 dans le striatum en bilatéral. L’'image a droite est une représentation
schématique du striatum a une antéropostériorité de +1,28 mm par rapport au bregma (d’aprés Paxinos &
Watson, 2007). Les barres d’échelles représentent 1 mm.

(C) Microphotographie d’'un cerveau de rat 6-OHDA en coupe sagittale, illustrant les expériences d’inhibition du
mCx couplées a des enregistrements électrophysiologiques du NST. L'image a gauche montre la trace laissée
par une fibre optique implantée dans le mCx d’un rat infecté par 'AAV5-CamKIl-eArchT3 (échelle : 1 mm).
L’image en haut a droite illustre le marquage de la voie hyperdirecte visible dans le NST (échelle : 100 pm).
L’image en bas a droite est une représentation schématique du NST a une latéralité de +2,6 mm par rapport a la
ligne médiane (d’aprés Paxinos & Watson, 2007, échelle : 100 ym). Pour I'ensemble des images, les couleurs ont
été inversées. Fleches verticales : orientation ventro-dorsale, fleches horizontales : orientation latéro-médiale

(coupes coronales) et dorso-rostrale (coupes sagittales).
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Figure 10 : Caractérisation de I'inhibition optogénétique des neurones corticaux présumés pyramidaux.
(A) Méthode de classification des neurones présumés pyramidaux. La figure a gauche représente la forme
d'onde moyenne du signal LFP filtré d’'un neurone présumé pyramidal enregistré en extracellulaire. Pour chaque
neurone, la durée des PA (zone grisée) a été déterminée en mesurant la durée qui sépare le pic de
dépolarisation et celui qui suit I'hyperpolarisation (échelles : 0,5 mV, 1 msec). L’histogramme a droite représente
la distribution de la durée des PA des neurones présumés pyramidaux enregistrés qui présentent une réponse
inhibitrice significative (= 0,9 msec, n=34, pas : 0,2 msec).

(B) Exemple de linhibition optogénétique d’'un neurone présumé pyramidal. Son potentiel d’action est présenté
dans la figure A a gauche. La microphotographie du bas montre le marquage juxtacellulaire de ce méme neurone
(échelle : 20 pm). L'encart a droite est un agrandissement des 100 msec qui suivent la fin de la stimulation
indiquée par la fleche (échelles : 0,25 mV, 10 msec). Noter le rebond post-inhibition dans la décharge du
neurone.

(C) Diagramme circulaire illustrant la répartition des différents types de réponses induites par la stimulation
optogénétique des neurones corticaux enregistrés.

(D) Histogramme péri-stimulus moyen centré sur la stimulation lumineuse (de 0 a 2 sec) des neurones présumeés
pyramidaux qui présentaient une inhibition significative (n=34). Pas : 50 msec.

(E) Diagramme en boite présentant l'inhibition significative de la fréquence de décharges de chaque neurone

présumé pyramidal enregistré (n=34, test de Wilcoxon, p<0,001).
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.2 L’inhibition du cortex diminue la fréquence de décharge des

neurones du NST

Afin d’étudier l'effet de l'inhibition du mCx sur le maintien des oscillations 3, nous
avons réalisé des enregistrements de I'activité unitaire des neurones du NST. Un total de 25
neurones du NST a pu étre retenu dans cette étude. L’inhibition du mCx induisait une
augmentation significative du coefficient de variation de l'intervalle entre les PA (période OFF
vs ON: 0,71 +/- 0,026 vs 0,87 +/- 0,046 respectivement ; test de Wilcoxon, p<0,001) tandis
que l'effet fréquence était caractérisé par une réponse complexe. En effet, la stimulation
laser engendrait une diminution significative de la fréquence de décharge de la majorité des
neurones du NST dans les 400 msec aprés le début de l'inhibition corticale (fréquence
OFF vs ON: 28,1 +/- 2,7 vs 20,5 +/- 2,6 PA/sec respectivement, n=22/25, test de Wilcoxon,
p<0,001, figure 11). Ce premier effet inhibiteur était, en général, suivi d’'un rebond
d’excitation puissant, lui-méme succédé d’'une seconde phase d'inhibition significative (figure
11E) qui persistait tout au long du stimulus lumineux pour la majorité des neurones
enregistrés (n=22/25, figure 11F). Nous avons déterminé la latence de la réponse inhibitrice,
en mesurant le temps nécessaire a l'obtention d’'un z-score inférieur a -2 dans des
histogrammes calculés avec un pas de 5 msec (figure 11G). Dans ces conditions, 18
neurones présentaient une réponse inhibitrice significative, qui pour la majorité d’entre eux,
survenait dans les 50 msec suivant le début de la stimulation lumineuse (78 %, n=14/18). Le
nombre de stimulation moyen était de 91,0 +/- 8,8, soit une durée de période ON et OFF

égale a 181,9 +/- 17,6 secondes.
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Figure 11 : L’inhibition du mCx diminue la fréquence de décharge des neurones du NST.

(A et B) Schéma de I'approche expérimentale utilisée. Pour maximiser le volume de tissu inhibé, 2 fibres optiques
étaient implantées dans le mCx exprimant 'ArchT3 de rats 6-OHDA. Des enregistrements électrophysiologiques
du NST (unitaires et LFP) ainsi qu’un EcoG du mCx (vis) ont été réalisés simultanément. (B) Exemple de I'effet de
I'inhibition du mCx sur un neurone du NST identifié par marquage juxtacellulaire (échelle : 20 um).

(C) Linhibition du mCx diminue significativement (points noirs) la fréquence de décharge de la majorité des
neurones du NST (n=22/25). L’histogramme de distribution montre que les réponses des neurones du NST étaient
uniguement inhibitrices (pas : 1 Hz). 3 neurones (points blancs) ne présentaient pas d’inhibitions significatives.

(D) Diagramme en boite présentant l'inhibition significative (=30 %) de la fréquence de décharge de chaque
neurone NST enregistré, induite par I'inhibition du mCx (n=22, test de Wilcoxon, p<0,001).

(E) Histogramme moyen péri-stimulus présentant I'effet de 'inhibition du mCx sur I'activité des neurones du NST
significativement inhibés (n=22/25, Pas : 50 msec). Noter le rebond dans la fréquence de décharge a environ 400
msec apres le début de la stimulation lumineuse. La ligne pointillée correspond a un z-score de -2.

(F) Histogramme montrant la distribution des réponses significatives excitatrices (gris, z-score>2) et inhibitrices
(noire, z-score<-2) des neurones du NST au cours de l'inhibition corticale (n=22, pas : 25 msec). Noter que la
majorité des neurones était significativement inhibée durant les 400 premiéres msec (indiquées par la fleche noire)
puis présentait un rebond d’excitation avant d’étre de nouveau inhibée.

(G) Latence moyenne de la réponse inhibitrice. L’histogramme et la sommation cumulative ont été calculés en
mesurant le premier pas du z-score qui dépassait -2 (soit n=18/22, pas de 5 msec). L’agrandissement montre que
la réponse inhibitrice commencait dans les 50 premiéres msec pour la majorité des neurones enregistrés (ligne
pointillée, =78 %, n=14/18, pas : 5 msec).

81



[.3 L’inhibition du mCx n’altére pas I’expression des oscillations B
dans le NST et le mCx

Afin d’étudier I'effet de I'inhibition du mCx sur la synchronisation B de la bCGB, nous
avons réalisé des analyses spectrales des signaux EcoG, LFP et de l'activité unitaire des
neurones du NST. Une paire de signaux EcoG et LFP, enregistrés simultanément, a été
sélectionnée pour chaque animal. Pour ces enregistrements, la durée moyenne des périodes
ON et OFF était égale a 208,3 +/- 25,8 secondes. Notre étude a montré que l'inhibition du
mCx n’altérait pas I'expression des oscillations B enregistrées au niveau du mCx (figure 12)
ou dans le LFP du NST (données non montrées). En conséguence, la comparaison des
aires sous la courbe (ASC) de la bande B des spectres de puissance des EcoG normalisés
montre une absence de différences significatives (OFF vs ON, 4,7 +/- 1,9.10%vs 3,5 +/- 1,4
.10, n=6, test de Wilcoxon, p=0,563, figure 12B et 12C). D’autre part, les ASC de la bande
B des spectres de puissance normalisés des LFP du NST n’étaient pas significativement
altérées par l'inhibition optogénétique du mCx (période OFF vs ON, 1,4 +/- 0,32.10% vs 1,2
+/- 0,20.10", n=6, test de Wilcoxon, p=0,313). Lors de nos expériences, l'activation et 'arrét
du laser induisait des artéfacts photo-électriques sur les signaux EcoG, de telle maniére qu'il
ne nous a pas été possible d’'analyser finement d’autres parametres tels que le rephasage
(ou « phase reset ») des oscillations B dans le mCx. Les spectres de puissance ont été

normalisés afin de lisser I'effet induit par I'artefact de stimulation.
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Figure 12 : L’expression des oscillations 8 corticales n’est pas affectée par I'inhibition optogénétique du
cortex moteur.

(A) Exemple d’'un spectrogramme moyen de I'EcoG du mCx enregistré lors d’'un protocole de stimulation
optogénétique (n=87 stimulations).

(B) Spectre de puissance moyen (n=6) des tracés EcoG enregistrés avant (OFF) et au cours (ON) de la
stimulation laser. Les lignes pointillées indiquent les limites de la bande B utilisée pour mesurer les ASC de la
figure C.

(C) Diagramme en boite présentant les ASC des spectres de puissance normalisés des enregistrements EcoG
(n=6). Aucune altération significative de 'ASC de la bande B n’a été mise en évidence (n=6, test-T appari€,

p=0,978). Résolution spectrale du spectre de puissance : 1 Hz.

.4 L’inhibition du mCx diminue la cohérence mesurée entre le mCx et
I’activité unitaire du NST mais pas celle avec les LFP du NST

Afin de mesurer le couplage fonctionnel entre le mCx et les GB, nous avons réalisé
des analyses de cohérence entre les signaux EcoG, LFP et les activités unitaires du NST.
Un total de 26 enregistrements a été utilisé pour les analyses de cohérence (figure 13). Les
6 enregistrements utilisés pour la cohérence LFP-EcoG sont les mémes que ceux présentés
dans le paragraphe précédent. Nos expériences ont montré que la cohérence 8 entre 'EcoG
du mCx et les LFP enregistrés dans le NST n’était pas significativement diminuée par
l'inhibition du mCx (ASC OFF vs ON, 1,3 +/- 0,26 vs 1,5 +/- 0,29, n=6, test-T apparié,
p=0,090, figure 13A). A l'inverse, la cohérence entre I'activité unitaire des neurones du NST

et le mCx était réduite significativement par l'inhibition du mCx (ASC OFF vs ON, 2,5 +/-
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0,38.10" vs 1,8.10" +/- 0,24.10*, n=25, test de Wilcoxon, p=0,008, figure 13B). Pour
'ensemble de ces enregistrements unitaires, la puissance des oscillations  des signaux
EcoG n’a révélé aucune différence entre les périodes OFF et ON (ASC OFF vs ON, 5,4 +/-
2,2.10°vs 5,6 +/- 2,3.10° n=25, test de Wilcoxon, p=0,204). Cette diminution de la
cohérence peut étre liée a une diminution de la fréquence de décharge des neurones du
NST pendant la stimulation laser, qui rend mathématiquement plus difficile la détection d’'une

corrélation positive entre les deux types de signaux.

I.5 L’inhibition du mCx ne supprime pas I’entrainement au rythme B

des neurones du NST

Pour déterminer le niveau d’entrainement des neurones du NST induit par les
oscillations 3, nous avons calculé les histogrammes de phase de chaque neurone enregistré
avec comme cycle de référence le pic des oscillations B du mCx (voir matériels et
méthodes). Tous les neurones du NST présentés dans cette étude (inhibés significativement
ou non) étaient entrainés en phase avec les oscillations  dans les périodes OFF (n=25,
angle de la phase : 266,7 +/- 8,0°, longueur du vecteur moyen : 5,9 +/- 0,44.107, figure 14B).
Malgré leffet sur la fréquence de décharge présenté précédemment, I'inhibition du mCx
(période ON) n’a pas d’effet significatif sur la longueur moyenne des vecteurs résultants (6,1
+/- 0,44 .10, test-T apparié, p=0,654, figure 14D), et ne modifie pas I'angle de la phase

d’entrainement (271,71 +/- 11,05 °, test-T apparié, p=0,547, figure 14E).
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Figure 13 : L’inhibition du mCx diminue la cohérence entre 'EcoG du mCx et I'activité unitaire du NST
mais pas celle des LFP du NST.

(A) Effet de l'inhibition du mCx sur la cohérence entre le LFP du NST et 'EcoG. Le cohérogramme temporel a
gauche montre que l'inhibition du mCx n’a pas diminué la cohérence cotico-sous-thalamique. Le cohérogramme
au milieu a été obtenu en moyennant les spectres de cohérence entre les signaux LFP du NST et I'EcoG du mCx
avant (OFF) et pendant I'inhibition (ON) du mCx. Les lignes pointillées indiquent les limites de la bande B utilisée
pour mesurer les ASC de la figure de droite. Le diagramme en boite a droite montre que les cohérences entre les
LFP du NST et 'EcoG des rats enregistrés n'ont pas été altérées par l'inhibition du mCx (n=6, test-T apparié,
p=0,772).

(B) Effet de l'inhibition du mCx sur la cohérence entre les neurones du NST et 'EcoG. Les figures sont identiques
a celles présentées en (A). Noter que l'inhibition du mCx diminue significativement la cohérence entre les unités

du NST et 'EcoG du mCx (n=25, test de Wilcoxon, p=0,003). Résolution des spectres de cohérence : 1 Hz.
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Figure 14 : L’inhibition du mCx n’altére pas I’entrainement des neurones du NST aux oscillations .

(A) Exemple de tracés électrophysiologiques et de l'effet de l'inhibition du mCx sur les oscillations B et la
décharge d’un neurone du NST. Noter l'artéfact photoélectrique (fleches) induit par la stimulation laser dans
'EcoG. Barres d’échelle : EcoG filtré : 50 uV, EcoG : 250 pV et Spike : 1 mV.

(B et C) Histogrammes moyens de phase des neurones du NST (n=25) aux oscillations 8 calculées dans les
périodes OFF (a gauche en noir) ou dans les périodes ON (a droite en rouge). Pour plus de clarté, deux cycles B
sont représentés dans les histogrammes. Les diagrammes de phase circulaire indiquent la phase et les vecteurs
d’entrainement de chaque neurone (en bas) ainsi que les vecteurs moyens (en haut, petits diagrammes
circulaires) enregistrés pendant les périodes ON et OFF du laser.

(D) Effet de la stimulation laser sur la longueur des vecteurs d’entrainement des neurones du NST. Cette mesure
indique que lintensité de I'entrainement n’est pas significativement diminuée lors de I'inhibition du mCx (test-T
apparié, p=0,654).

(E) La phase mesurée par I'angle des vecteurs moyens d’entrainement, n’est pas significativement modifiée par

l'inhibition du GP (test-T apparié, p=0,547). Pas des histogrammes de phase : 10°.
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II. H2: Le noyau parafasciculaire du thalamus est-il impliqué dans
le maintien des oscillations 8 exacerbées de la maladie de

Parkinson ?

Pour évaluer le réle du PF dans le maintien et/ou la génération des oscillations 8
présentes dans la MP, nous avons appliqué une approche optogénétique inhibitrice similaire
aux expériences de manipulation corticale (voir 1V.1). Pour cela, nous avons implanté une
fibre optique (inclinée & 5°) au-dessus du PF ; préalablement infecté avec un AAV exprimant
eArchT3. Les enregistrements électrophysiologiques ont été réalisés dans le NST (activité
unitaire et LFP) ainsi que dans le mCx (EcoG). Les données présentées ici sont des
données préliminaires et des expériences complémentaires sont en cours de

réalisation dans le laboratoire.

[I.1 Validation de I’approche optogénétique

Nous avons injecté un virus AAV5-CamKIl-eArchT3 en 1 point dans le PF de 9 rats
hémi-lésés : 3 ont été utilisés pour effectuer les enregistrements électrophysiologiques dans
le PF et 7 pour ceux dans le NST. Un des rats a été enregistré dans le PF puis dans le NST.
Les analyses histologiques faites par microscopie a fluorescence montrent que les injections
virales ont induit une forte expression de la protéine eYFP dans I'arborisation dendritique et
axonale des neurones thalamiques (figure 15A). L’intensité du marquage permet d’observer
les sites de projection des neurones infectés et en particulier : le striatum (données non

montrées). A l'inverse, le marquage dans le NST apparaissait plus faible.

Afin de vérifier fonctionnellement la bonne infection des neurones du PF, nous avons
réalisé des enregistrements électrophysiologiques a [I'aide d’optoélectrodes. Ces

enregistrements ont confirmé I'expression d’ArchT3 et son efficacité pour inhiber les
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neurones du PF. En effet, a I'exception d’un neurone, tous les neurones enregistrés (n=19)
présentaient des inhibitions puissantes de leur fréequence de décharge (Fréquence OFF vs
ON, 6,6 +/- 1,9 vs 0,46 +/- 0,27 PA/sec, n=19, test de Wilcoxon, p<0,001, figure 15B, 15C et
15D). Tous les neurones enregistrés présentaient aussi un rebond d’excitation qui intervenait
dans les 100 premiéres msec suivant la fin de la stimulation laser (figure 15C et 16D). Aucun

des neurones du PF enregistrés ne présentait de PA a faible seuil de déclenchement ou

« Low Threshold Spike ».
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Figure 15 : Inhibition optogénétique des neurones du PF.

(A) Microphotographie d’un cerveau de rat 6-OHDA en coupe coronale, illustrant I'infection de I'AAV5-CamKiII-
eArchT3 dans PF de I'hémisphére lésé. L’image a droite est une représentation schématique du PF a une
antéropostériorité de +4,1 mm par rapport au bregma (d’aprés Paxinos & Watson, 2007). Les barres d’échelles
représentent 500 uym. Les couleurs de I'image ont été inversées. Fleches verticales : orientation ventro-dorsale,
fleches horizontales : orientation latéro-médiale.

(B) Exemple de l'inhibition optogénétique d’un des neurones du PF enregistrés. L’enregistrement (image en haut)
montre que la stimulation lumineuse induit une inhibition de I'activité de ce neurone marqué (échelles : 1sec, 0,5
mV), suivie d’un rebond post-inhibition illustré dans I'encadré en bas a droite (échelles : 5 msec, 0,5 mV). L'image
en bas a gauche montre le marquage juxtacellulaire de ce neurone (échelle : 20 pm).

(C) Histogramme péri-stimulus moyen des 19 neurones du PF enregistrés. Noter 'important rebond qui survient a
l'interruption de la stimulation lumineuse.

(D) Diagramme en boite présentant I'inhibition significative de la fréquence de décharge des neurones du PF

enregistrés (test de Wilcoxon, p<0,001).
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[I.2 L’inhibition du PF induit des réponses hétérogénes dans le NST

Afin d’étudier 'effet de l'inhibition du PF sur le maintien des oscillations 3, nous avons
réalisé des enregistrements de l'activité unitaire des neurones du NST. Un total de 12
neurones présumés du NST a pu étre retenu dans cette étude. Une moyenne de 119,9 +/-
17,8 stimulations lumineuses a été appliquée sur chaque neurone. L’inhibition du PF n’a pas
diminué significativement le CV ISI des neurones du NST enregistrés (OFF vs ON, 7,3 +/-
0,38.10" vs 6,9 +/- 3,84.10", test-T de Student, p=0,059) mais a induit des réponses
fréquentielles trés hétérogénes. En effet, aucun patron précis n'a pu étre dégagé, a
'exception d’'une tendance vers linhibition (figure 16B). La fréquence de décharge de
certains neurones n’était pas affectée pendant la période ON (n=6), alors qu’elle était
significativement inhibée (n=3) ou augmentée (n=3) pour d’'autres (figure 16B et16C). A
linverse, la majorité des neurones (=75 %, n=9/12) présentait un rebond immédiatement
aprés la fin de la stimulation lumineuse (=35 msec ; figure 16D et 16E), et la moitié était
significativement inhibée a 65 msec (50 %, n=6) avant d’étre de nouveau excitée. Tous les

neurones retrouvaient leur niveau basal 600 msec apres la fin de la stimulation.
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Figure 16 : Les neurones du NST répondent de maniére trés hétérogéne a I'inhibition du PF.
(A) Schéma de 'approche expérimentale utilisée. Une fibre optique était implantée au-dessus du PF exprimant
I'’ArchT3 de rats 6-OHDA. Des enregistrements électrophysiologiques du NST (unitaires et des LFP) ainsi qu'un
EcoG du mCx étaient réalisés simultanément.
(B) Comparaison de la fréquence de décharge ON/OFF illustrant I'hétérogénéité de la réponse des neurones du
NST a linhibition du PF (n=12). L’histogramme illustre la distribution des réponses induites par la stimulation (pas
: 1 Hz). Noter que la distribution est Iégérement en faveur de l'inhibition.
(C) Histogramme péri-stimulus moyen des neurones présentant une réponse significative excitatrice (tracé bleu)
et inhibitrice (tracé noir). Noter le rebond présent dans les deux cas apres la fin de I'inhibition du PF (pas : 50
msec). La ligne noire indique la fenétre temporelle utilisée dans la figure E (300 msec).
(D) Histogramme péri-stimulus moyen des neurones du NST (tracé rouge, n=12) et du PF (tracé noir, n=19) qui
représentent le rebond survenant immédiatement apres la fin de l'inhibition du PF (pas : 5 msec). Noter que les
neurones du PF rebondissent avant ceux du NST. Les neurones du PF sont identiques a ceux représentés dans
la figure 15.
(E) Histogramme de distribution des réponses du NST enregistrées immeédiatement aprés la fin de la stimulation
(n=12, pas : 5 msec). Noter que la majorité des neurones du NST (=75 %, 9/12) ont un rebond d’excitation
significatif & environ 35 msec (indiqué par la fleche). Cette phase d’excitation est ensuite suivie d’'une inhibition

significative pour 50 % des neurones (n=6, 65 msec) puis d’'une phase d’excitation retardée.
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[I.3 L’inhibition du PF n’altére pas la synchronisation dans la bCGB

Sur les 7 rats enregistrés, l'inhibition du PF n’a pas eu deffet significatif sur la
synchronisation  au sein de la bCGB. En effet, TASC de la bande B dans les spectres de
puissance normalisée de 'EcoG n’était pas affectée par I'inhibition PF (ASC OFF vs ON,
1,51 +/- 0,182.10™" vs 1,46 +/- 0,184.10", n=7, test-T apparié, p=0,762, figure 17A). De
méme, la cohérence entre les LFP du NST et le signal EcoG du mCx n’était pas diminuée
d’'une maniére significative par l'inhibition du PF (ASC OFF vs ON, 2,67 +/- 0,64 vs 2,59 +/-
0,57, n=7, test de Wilcoxon, p=0,469) (figure 17B). Pour ces analyses statistiques, une durée

de 271,4 +/- 62,9 secondes a été utilisée pour les périodes ON et OFF.

Afin de mesurer le niveau de synchronisation 8 entre le mCx et les neurones du NST,
nous avons calculé des histogrammes de phase a partir des pics des oscillations B filtrées du
mCx (voir Matériels et méthodes). Les manipulations optogénétiques du PF n’ont pas altéré
significativement I'entrainement B en phase de la majorité de neurones du NST enregistrés
(figure 18). En effet, ni la longueur moyenne (OFF vs ON, 4,6 +/- 0,56.10 vs 5,0 +/- 0,54.10°
2, test-T apparié, p=0,404, figure 18D), ni 'angle moyen (OFF vs ON, 303,9 +/- 11,4 vs 303,1
+/- 14,4°, test-T apparié, p=0,934, figure 18E) des vecteurs résultants n’étaient
significativement modifiés par I'inhibition du PF. Nous avons observé un déphasage induit
par la stimulation laser seulement pour un neurone du NST. Pour I'ensemble de ces
enregistrements unitaires, la puissance des oscillations B des signaux EcoG a été
légérement (6,4 +/- 1,4 %), mais significativement, diminuée par l'inhibition du PF (n=12,

ASC OFF vs ON, 2,2 +/- 0,22 .10 vs 2,1 +/- 0,20.10", test-T apparié, p=0,002).
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Figure 17 : Les oscillations B du mCx et la cohérence mCx-NST ne sont pas diminuées par I'inhibition
optogénétique du PF.

(A) Effet de I'inhibition du PF sur la puissance des oscillations 3 du mCx. Le spectrogramme temporel a gauche
montre que I'inhibition du PF n’a pas diminué la puissance des oscillations . Le spectrogramme au milieu a été
obtenu en moyennant les spectres de puissance de 'EcoG du mCx avant (OFF) et pendant I'inhibition (ON) du
mCx. Les lignes pointillées indiquent les limites de la bande {3 utilisée pour mesurer les ASC de la figure de droite.
Le diagramme en boite a droite montre que les ASC des spectres de puissances des oscillations § du mCx n’ont
pas été altérées par l'inhibition du PF (n=7, test de Wilcoxon, p=0,467).

(B) Effet de linhibition du PF sur la cohérence entre les LFP du NST et 'EcoG du mCx. Les figures sont
identiques a celles présentées en (A) mais cette fois, pour la cohérence LFP-EcoG. Noter que l'inhibition du PF
n‘a pas diminué significativement la cohérence entre les LFP du NST et 'EcoG du mCx PF (n=7, test de
Wilcoxon, p=0,467, la valeur de p est identique pour ces 2 tests). Résolution des spectres de cohérence et de

puissance : 1 Hz.
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Figure 18 : L’inhibition du PF n’altére pas I’entrainement 8 du NST.

(A) Exemples d’enregistrements électrophysiologiques illustrant I'effet de I'inhibition du PF sur les oscillations 8 et
la décharge d’'un neurone du NST. Barres d’échelle : EcoG filtré: 50 pV, EcoG: 200 pV et Spike: 2 mV.

(B et C) Histogrammes moyens de phase des neurones du NST (n=11/12) aux oscillations  calculées dans les
périodes OFF (a gauche en noir) ou dans les périodes ON (a droite en rouge). Pour plus de clarté, deux cycles
sont représentés dans les histogrammes. Les diagrammes de phase circulaire indiquent la phase et les vecteurs
d’entrainement de chaque neurone (en bas) ainsi que les vecteurs moyens (en haut, petits diagrammes
circulaires) enregistrés pendant les périodes ON et OFF du laser.

(D) Effet de la stimulation laser sur la longueur des vecteurs d’entrainement des neurones du NST. Cette mesure
indiqgue que lintensité de I'entrainement n’est pas significativement diminuée lors de l'inhibition du PF (test de
Wilcoxon, p=0,7).

(E) La phase mesurée par I'angle des vecteurs moyens d’entrainement, n’est pas modifiée significativement par

I'inhibition du PF (test-T apparié, p=0,638). Pas des histogrammes de phase : 10°.
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1.4 L’arrét de I'inhibition du PF réaligne la phase des oscillations 8

Pour déterminer l'effet du rebond post-inhibition des neurones du PF et du NST sur
les oscillations B, nous avons réalisé une analyse de la phase des oscillations (0-50 Hz)
contenues dans les signaux EcoG (n=7), LFP (n=7) et unitaires du NST (n=12, figure 19).
Pour cela, une analyse « multitaper » a été utilisée (voir matériels et méthodes). D’une
maniére inattendue, alors que linhibition du PF n’a aucun impact sur I'expression des
oscillations B, la reprise d’activité du PF entraine un réalignement puissant des oscillations B
présentes dans les EcoG, les LFP et les activités unitaires du NST. Elle fait suite au rebond
des neurones du PF et/ou du NST (figure 16D et 16E). En effet, la phase des vecteurs
moyens résultants s’aligne immédiatement aprés la fin de I'inhibition du PF et la longueur

moyenne de ces vecteurs (MRL, mean resultant lenght) est augmentée (figure 19).
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Figure 19 : L’arrét de I'inhibition du PF induit une remise a zéro de la phase des oscillations f3 de la bCGB.
(A, B, C) Apreés l'inhibition optogénétique du PF, la phase des vecteurs moyens résultants (MRL) des oscillations
B enregistrées dans le mCx (A, n=7), les LFP du NST (B, n=7) et le train des PA du NST (C, n=12) se réalignent
(ou reset). Les lignes pointillées définissent la bande 3 (10-30 Hz).

(D) Agrandissements, des fenétres présentées en A et B, centrés sur la fin de linhibition du PF (& 2 sec). Pour
plus de clarté, les histogrammes péri-stimulus des neurones du NST ont été ajoutés a la place de la figure C
(pas: 5 msec, n=12). Le carré jaune en haut de la figure représente la stimulation lumineuse. Noter
qu’'immédiatement aprés la fin de I'inhibition du PF, les phases des oscillations  dans les LFP du NST (au milieu)

se réalignent en méme temps que celles du mCx (en bas).
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III. H3: Le globus pallidus est-il impliqué dans le maintien des

oscillations  exacerbées de la maladie de Parkinson ?

Pour étudier I'implication du GP dans le maintien des oscillations  anormalement
présentes dans la MP, nous avons appliqué une approche optogénétique inhibitrice similaire
aux expériences réalisées précédemment dans le mCx et le PF (paragraphe IV.1 et I1V.2).
Une fibre optique était implantée au-dessus du GP infecté et des enregistrements ont été

réalisés dans le NST (unitaire et LFP) et le mCx (EcoG).

[ll.1 Validation de I'approche optogénétique

Nous avons injecté un virus AAV5-hSyn-eArch3 en 2 points dans le GP de 15 rats
hémi-lésés. Dix rats ont été utilisés pour valider l'approche via des enregistrements
électrophysiologiques dans le GP et 5 autres ont servi aux enregistrements dans le NST. Les
analyses histologiques faites par microscopie a fluorescence montrent que les injections
virales ont induit une forte expression du géne rapporteur codant pour la protéine eYFP dans
larborisation dendritique et axonale des neurones pallidaux infectés (figure 20A).
L'expression d’eYFP a la membrane des neurones permet la visualisation des sites de
projection du GP infectés, en particulier, le striatum, la SNr (figure 20A) et le NST (figure

20B).
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Figure 20 : Infection du GP de rats 6-OHDA et contrbles histologiques.

(A) Microphotographie d’un cerveau de rat 6-OHDA en coupes coronales, illustrant I'infection de 'AAV5-hSyn-
eArch3 dans le GP de I'hémisphere lésé. Les images en haut montrent le marquage pour la tyrosine hydroxylase
du striatum (gauche) et le marquage eYFP-ArchT3 présent dans le GP (milieu). Noter que linjection a été
réalisée dans I'hémisphére 1ésé. La trace laissée par I'optoélectrode lors des enregistrements pallidaux est
indiquée sur la figure de gauche (fleche, échelle : 1 mm). L'image a gauche est une représentation schématique
du cerveau en coupe coronale a une antéropostériorité de +1,0 mm par rapport au bregma (d’aprés Paxinos &
Watson, 2007, échelle : 1 mm). Les images au milieu montrent le marquage TH de la SNc (gauche) et eYFP-
ArchT3 axonal de la SNr (milieu) d’'un rat hémi-lésé (échelle : 1 mm). Noter que le marquage TH est absent dans
la SNc ipsilatérale a linjection virale. L'image a droite est une représentation schématique du cerveau a une
antéropostériorité de -5,9 mm par rapport au bregma (d’aprés Paxinos & Watson, 2007, échelle : 1 mm). Les
images en bas montrent le marquage TH de la SNc (a gauche) et eYFP-ArchT3 axonal (au milieu) du striatum
d’un rat hémi-lésé (échelle : 1 mm). Noter que le marquage TH est absent dans le striatum ipsilatéral a I'injection
virale. L'image a droite est une représentation schématique du cerveau a une antéropostériorité de +2,0 mm par
rapport au bregma (d’aprés Paxinos & Watson, 2007, échelle : 1 mm).

(B) Microphotographie d’'un cerveau de rat 6-OHDA en coupe sagittale, illustrant le marquage eYFP présent dans
le GP (en haut, échelle : 200 um) et dans le NST (en bas, échelle : 100 pm) a la suite des injections de virus dans
le GP. Les encadrés a droite montrent un neurone enregistré marqué par un protocole de stimulation
juxtacellulaire. Pour I'ensemble des images, les couleurs ont été inversées. Fléches verticales : orientation
ventro-dorsale. Fleches horizontales : orientation latéro-médiale (coupes coronales) et dorso-rostrale (coupes

sagittales).
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Afin de vérifier fonctionnellement le taux d’infection des neurones pallidaux, nous
avons réalisé des enregistrements électrophysiologiques a l'aide d’optoélectrodes comme
précédemment décrit. Au cours de ces acquisitions, nous avons pu identifier les neurones
prototypiques et arkypallidaux & partir de trois principaux critéres (Mallet et al. 2008; Mallet et

al. 2012; Abdi et al. 2015; Mallet et al. 2016) :

- (1) au cours d'une transition de I'état activé a onde lente, la fréquence de
décharge des neurones arkypallidaux chute drastiguement alors que celle des
neurones prototypiques augmente ;

- (2) lorsque les neurones arkypallidaux ne sont pas silencieux, ils déchargent
majoritairement pendant la phase active des SWA contrairement aux neurones
prototypiques ;

- (3) comme pendant les SWA, ces deux types de neurones ont des phases de

décharge opposées lors des oscillations 3.

Lorsque I'état cérébral était désynchronisé, nous injections des faibles doses de
xylazine/kétamine afin d’apprécier les changements de I'activité électrophysiologique a
linstauration des ondes lentes. Ainsi, nous avons retenu pour nos analyses un total de 24
neurones prototypiques et de 3 arkypallidaux, car au moins 10 stimulations lumineuses ont
pu étre réalisées sur chacun d’entre eux. La majorité des neurones prototypiques enregistrés
exprimait I'Arch3 et présentait une inhibition importante lorsque la fibre optique située a 1mm
de la pointe de I'électrode était utilisée (n=21 soit 88 des neurones enregistrés : 91,67 +/-
3,27 % d'inhibition, test-T apparié, p<0,001) (figure 21A et 21B). A l'inverse, une minorité de
neurones prototypiques (=12 %) ne semblait pas infectée car ils présentaient une
désinhibition significative (30,1 +/- 12,5 % d’augmentation de la fréquence basale de
décharge, n=2). La fréquence d’'un autre neurone n’était pas affectée. Les 3 neurones
arkypallidaux enregistrés étaient significativement inhibés (99,8 +/- 0,2 % d’inhibition de la

fréquence basale de décharge, figure 21C et 21D).
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Afin de contréler I'étendue spatiale de nos stimulations dans le GP, nous avons
inhibé certains de ces neurones infectés avec la fibre située a 2 mm de la pointe de
I'électrode (figure 7). 14 neurones prototypiques et 2 arkypallidaux ont pu étre testés. Alors
gue la majorité des neurones prototypiques testés (=79 %) était significativement inhibée
(45,36 +/- 10,60 % d’inhibition de la fréquence basale de décharge, n=11, test-T apparié,
p<0,001, figure 21B), 2 neurones prototypiques étaient désinhibés (=14 %, 58,88 +/- 3,51 %
d’augmentation de la fréquence de décharge) et 1 n’était pas affecté. Les 2 neurones
arkypallidaux étaient significativement inhibés (99,6 +/- 0,4 % d’inhibition de la fréquence

basale de décharge, figure 21D).
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Figure 21 : La majorité des neurones prototypiques et arkypallidaux est inhibée par la stimulation
optogénétique.

(A et B) Les neurones prototypiques sont inhibés significativement par la stimulation optogénétique issue de
fibres placées a 1 mm (n=21, test-T apparié, p<0,001) ou 2 mm (n=11, test de Wilcoxon, p<0,001) de la pointe de
I'électrode. Seuls 3 neurones prototypiques enregistrés ne répondaient pas par une inhibition (voir texte).

(C et D) Les neurones arkypallidaux enregistrés présentaient eux aussi une forte inhibition de leur fréquence de

décharge apres une stimulation par les deux fibres optiques. Pas des histogrammes péri-stimulus : 50 msec.

[1l.2 Le GP controle I’activité tonique du NST chez I’animal lésé

L’inhibition des neurones du GP induit une forte désinhibition des neurones du NST
(figure 22). En effet, la majorité des neurones du NST enregistrés (=83 %, n=30/36)

présentait une augmentation significative de la fréquence de décharge (frequence OFF vs
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fréquence ON, 24,7 +/- 2,36 vs 42,3 +/- 3,50 PA/sec, test de Wilcoxon, p<0,001, figure 22C
et 22D). De surcroit, 'amplitude de la désinhibition (mesurée par le MI) était corrélée
négativement avec la fréquence basale des neurones désinhibés (n=30, régression linéaire,
r2=0,28, p<0,05, figure 22E). Ainsi, plus la fréquence basale (fréquence OFF) était faible,
plus l'effet désinhibiteur était important. Par ailleurs, la désinhibition était relativement
constante dans le temps (figure 22F) et la latence courte (figure 22G). Afin d’évaluer cette
derniére, le temps du premier pas de 5 msec du z-score qui dépassait 2 a été mesuré (figure
22G). Dans ces conditions, les 30 neurones présentaient des réponses excitatrices. De plus,
63% de neurones (n=17/25) présentaient une latence inférieure a 10 msec, contre 80%
(n=25/30) lorsque une latence inférieure a 20 msec était utilisée (figure 22G). Pour
'ensemble des neurones désinhibés, le CV ISI a été significativement diminué par I'inhibition
optogénétique du GP (0,86 +/- 0,058 vs 0,68 +/- 0,089, test de Wilcoxon, p=0,003, données

non montrées).

Outre cette réponse désinhibitrice, une faible proportion de neurones (n=36, =17 %)
ne présentait pas de désinhibition significative (n=2, =6 %) et certains étaient
significativement inhibés (n=4, 11 %, figure 22C). Nous les qualifierons par la suite de
neurones non-désinhibés. Ce sont des neurones du NST puisque 4 d’entre eux répondaient
a la stimulation corticale et que tous leurs LFP présentaient une réponse évoquée
multiphasique, caractéristique du NST (données non montrées, Magill et al. 2004). Ces
neurones ne différaient pas des neurones désinhibés au regard de la fréquence de décharge
(32,5 +/- 8,9 PA/sec, test de Mann-Whitney, p=0,538) et de leur CV ISI (0,98 +/- 0,11, test de
Mann-Whitney, p=0,195). Pour ces raisons, ils ont été combinés avec les neurones
désinhibés pour les analyses de la synchronisation aux oscillations 3. Pour ces 36 neurones,
le nombre de stimulation moyenne a été de 64,5 +/- 4,3, soit une durée de période ON et

OFF égale a 129,0 +/- 8,1 sec.
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Figure 22 : Le GP contrdle I'activité tonique des neurones du NST.

(A et B) Schéma de l'approche expérimentale utilisée. Une fibre optique était implantée dans le GP exprimant
I'Arch3 de rats 6-OHDA. Des enregistrements électrophysiologiques du NST (unitaires et des LFP) ainsi qu'un
EcoG du mCx étaient réalisés simultanément. (B) Exemple de I'effet de I'inhibition du GP sur un neurone du NST
(image a droite, échelles : 1sec, 1 mV) identifié par marquage juxtacellulaire (image a gauche, échelle : 20 pm).
(C) L’inhibition du GP désinhibe significativement (points noirs) la fréquence de décharge de la majorité des
neurones du NST (30/36, points noirs). L’histogramme de distribution montre que la majorité des réponses des
neurones du NST a I'inhibition optogénétique consiste en une désinhibition (pas : 3 PA/sec). Seuls 6 neurones
(marqués en rouge) ne présentaient pas de désinhibition significative.

(D) La fréquence de décharge des neurones du NST désinhibés est significativement augmentée par l'inhibition
du GP (n=30, test de Wilcoxon, p=0,003).

(E) L’amplitude de la désinhibition (Index de modulation ou MI) est corrélée négativement avec la fréquence
basale des neurones désinhibés. n=30, régression linéaire +/- intervalle de confiance a 95 %, p<0,05.

(F) Histogramme moyen péri-stimulus des neurones du NST présentant une réponse désinhibitrice significative
indiquée par la ligne pointillée (Pas : 50 msec).

(G) Latence moyenne de la réponse désinhibitrice. L’histogramme et la sommation cumulative ont été calculés en
mesurant le premier pas du z-score qui dépassait 2. L’agrandissement de l'image montre que la réponse
désinhibitrice commencait dans les 20 premiéres msec pour la majorité des neurones enregistrés (ligne pointillée,

~80 %, n=25/30, pas de 5 msec).
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[11.3 Le GP est nécessaire au maintien des oscillations B dans la bCGB

Afin d’étudier I'effet de l'inhibition du GP sur la synchronisation § de la bCGB, des
analyses spectrales des signaux EcoG, LFP et unitaires ont été réalisées. Une paire de
signaux EcoG et LFP, enregistrés simultanément, a été sélectionnée pour chaque animal.
Pour I'ensemble de ces analyses spectrales, la durée moyenne des périodes ON et OFF
était égale a 127,6 +/- 19,4 secondes. Notre étude montre que linhibition du GP a diminué
significativement les oscillations B anormalement exprimées dans le mCx (figure 23). En
effet, les ASC de la bande 3 (10-30 Hz) des spectres de puissance normalisée des signaux
EcoG enregistrés dans le mCx pendant la période ON sont significativement diminuées en
comparaison & la période OFF (ASC OFF vs ON, 6,1 +/- 1,9.10? vs 5,5 +/- 1,7.10%, n=10,
test-T apparié, p=0,022, figure 23B et 23C). D’autre part, les ASC de la bande B des
spectres de puissance normalisée des LFP, enregistrés simultanément dans le NST, ont été
significativement diminuées par la stimulation laser en comparaison aux périodes OFF (ASC

OFF vs ON, 0,13 +/- 0,012 vs 0,11 +/- 0,006, n=10, test de Wilcoxon, p=0,002).
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Figure 23 : Les oscillations B corticales sont supprimées par I'inhibition optogénétique du GP.

(A) Exemple d’'un spectrogramme de I'EcoG du mCx lors de I'inhibition optogénétique du GP.

(B) Spectres de puissance des tracés EcoG sélectionnés pour chaque rat (n=10) avant (OFF) et au cours (ON)
de la stimulation laser.

(C) La comparaison des aires sous la courbe de la bande 10-30 Hz des spectres de puissance des
enregistrements EcoG du mCx, révéle une diminution significative des oscillations B (n=10, test-T apparié,

p=0,039). Résolution spectrale du spectre de puissance : 1 Hz.
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[11.4 L’inhibition du GP diminue la cohérence entre le mCx et le NST

Afin de mesurer le niveau de synchronisation B entre le mCx et les GB, nous avons
réalisé des analyses de cohérence entre les signaux EcoG, LFP et unitaires du NST. Un
total de 37 enregistrements a été utilisé pour les analyses de cohérence, parmi lesquels 10
ont servi a 'analyse EcoG-LFP et 36 pour le calcul de la cohérence entre I'activité unitaire et
'EcoG (figure 24). Notre étude a montré que l'inhibition des neurones du GP diminue
significativement la cohérence entre le mCx et les LFP enregistrés dans le NST (ASC OFF
vs ASC ON, 1,6 +/- 0,34 vs 0,78 +/- 0,15, n=10, test de Wilcoxon, p=0,002, figure 24A). Une
diminution comparable a été mise en évidence concernant la cohérence entre le mCx-EcoG
et les unités du NST enregistrées au cours des épisodes d’oscillations B (ASC OFF vs ASC

ON, 1,1 +/- 0,24 vs 0,37 +/- 0,068, n=36, test de Wilcoxon, p<0,001, figure 24B).
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Figure 24 : L’inhibition du GP supprime la cohérence entre ’EcoG et I’activité unitaire du NST mais aussi
avec les LFP.

(A) Effet de l'inhibition du GP sur la cohérence entre les LFP du NST et 'EcoG. Le cohérogramme temporel a
gauche montre que l'inhibition du GP a significativement diminué la cohérence entre les LFP du NST et 'EcoG du
mCx. Le cohérogramme au milieu a été obtenu en moyennant les spectres de cohérence entre les signaux LFP
du NST et 'EcoG du mCx avant (OFF) et pendant I'inhibition (ON) du mCx. Les lignes pointillées indiquent les
limites de la bande {3 utilisée pour mesurer les ASC de la figure de droite. Le diagramme en boite a droite montre
que les cohérences entre les LFP du NST et I'EcoG des rats enregistrés étaient altérées par l'inhibition du GP
(n=10, test de Wilcoxon, p=0,002).

(B) Effet de I'inhibition du GP sur la cohérence entre les neurones du NST et 'EcoG. Les figures sont identiques
a celles présentées en (A). Noter que I'inhibition du GP diminue significativement la cohérence entre les unités du

NST et I'EcoG du mCx (n=36, test de Wilcoxon, p<0,001). Résolution des spectres de cohérence : 1 Hz.
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1.5 L’inhibition du GP supprime I'entrainement B en phase des

neurones du NST

Afin de mesurer le niveau de synchronisation 3 entre le mCx et les neurones du NST,
nous avons construit des histogrammes de phase a partir des pics des oscillations B filtrées
du mCx. Notre étude a mis en évidence que I'entrainement B des neurones du NST était
significativement supprimé pour la majorité des neurones du NST enregistrés. En effet, le
test de Rayleigh a montré que =80 % (n=29) des neurones n’était plus significativement
entrainés par les oscillations $ du mCx lors de l'inhibition du GP (figure 25). De méme, les
vecteurs moyens des neurones présentant encore un entrainement en phase lors de
linhibition du GP, étaient significativement diminués (0,018 +/- 0,024 vs 0,046 +/- 0,016, n=7,
test-T apparié, p=0,002). Les neurones non-inhibés ne présentaient pas de différences
significatives avec les neurones désinhibés au regard de la phase d’entrainement (268,2 +/-
9,3° vs 273,5 +/- 8,2° respectivement, test de Mann-Whitney, p=0,783) et de la longueur du
vecteur moyen (0,15 +/- 0,027 vs 0,14 +/- 0,015 respectivement, test de Mann-Whitney,
p=0,567). Ainsi, la longueur moyenne des vecteurs résultants moyens était significativement
diminuée en période ON en comparaison a la période OFF (longueur OFF vs ON, 0,14 +/-

0,013 vs 0,028 +/- 0,0058, n=36, test de Wilcoxon, p<0,001, figure 25D).
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Figure 25 : L’inhibition du GP supprime I'’entrainement § en phase des neurones du NST.

(A) Exemples d’enregistrements électrophysiologiques illustrant I'effet de I'inhibition du GP sur les oscillations B et
la décharge d’'un neurone du NST. Barres d’échelle : EcoG filtré : 250 uV, EcoG : 250 pV et Spike : 2 mV.

(B et C) Histogrammes moyens de phase des neurones du NST (n=25) aux oscillations 3 calculées dans les
périodes OFF (a gauche en noir) ou dans les périodes ON (a droite en rouge). Pour plus de clarté, deux cycles B
sont représentés dans les histogrammes. Les diagrammes de phase circulaire indiquent la phase et les vecteurs
d’entrainement de chaque neurone (en bas) ainsi que les vecteurs moyens (en haut, petit diagrammes
circulaires) enregistrés pendant les périodes ON et OFF laser.

(D) Effet de la stimulation laser sur la longueur des vecteurs d’entrainement des neurones du NST. Cette mesure
indique que l'intensité de I'entrainement est significativement diminuée lors de I'inhibition du GP (test-T apparié,
p=0,002).

(E) La phase mesurée par I'angle des vecteurs moyens d’entrainement, est modifiée significativement par

l'inhibition du GP (test-T apparié, p=0,547). Pas des histogrammes de phase : 10°.
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1.6 L’augmentation de la fréquence de décharge individuelle des
neurones du NST n’est pas responsable de la suppression de la
synchronisation 8

Nos données démontrent que l'inhibition du GP supprime I'hyper-synchronisation 3

dans la bCGB. Cependant, il est possible que 'augmentation drastique de la fréquence de
décharge des neurones du NST, liée a la désinhibition du GP, en soit la cause. De fait, cet
effet de la fréquence pourrait induire une saturation de la décharge des neurones qui ne
seraient plus en mesure de suivre le rythme B. Afin de valider ou non cette possibilité, nous
avons réalisé un protocole de marquage juxtacellulaire qui nous a permis d’augmenter
artificiellement la fréquence de décharge des neurones du NST (n=19, figure 26) et de tester
I'effet de 'augmentation de la fréquence sur les niveaux de synchronisation B. Cing rats
hémi-lésés ont été utilisés dans cette étude. Cette approche nous a permis d’augmenter
significativement la fréquence de décharge des neurones du NST (fréquence OFF vs
fréquence ON, 22,6 +/- 2,5 vs 50,8 +/- 5,4 PA/sec, n=19, test-T apparié, p<0,001) et dans
une proportion plus importante qu’avec linhibition du GP. En effet, 'index de modulation de
la fréquence était supérieur pour le marquage juxtacellulaire (Ml juxtacellulaire vs MI Arch3-

GP, 0,28 +/- 0,030 vs 0,38 +/- 0,027, n=19 vs 30, test T, p=0,023, figure 26E).

La mesure de l'entrainement en phase a montré qu’a I'exception d’'un neurone
enregistré, la synchronisation 3 des 18 autres était maintenue malgré 'augmentation de la
fréquence (figure 27). De méme la phase d’entrainement n’était pas modifiée (angle OFF vs
ON, 276,3 +/- 10,4° vs 268,8 +/- 10,4°, n=18, test-T apparié, p=0,135, figure 27B).
Cependant, la longueur des vecteurs moyens était significativement diminuée (longueur OFF
vs ON, 6,8 +/- 0,92.102 vs 5,0 +/- 0,69°, n=18, test-T apparié, p<0,001, figure 27B) et une
corrélation positive a été mise en évidence entre I'index de modulation des vecteurs moyens
résultants et celui de la fréquence (r2 ajusté=0,297, p=0,011, données non montrées). Des
résultats similaires ont été observés avec le ratio ON/OFF (r2 ajusté=0,211, p=0,032,

données non montrées).
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Figure 26 : La stimulation juxtacellulaire augmente significativement la fréquence de décharge des
neurones du NST.

(A) Schéma du protocole de stimulation utilisé et exemple de marquage réalisé. Le protocole de stimulation
juxtacellulaire consistait a stimuler électriquement les neurones du NST au travers de I'électrode d’enregistrement
(stimulation de 250 msec, toutes les 500 msec, schéma en haut). La microphotographie illustre un marquage
juxtacellulaire d’'un neurone du NST (échelle : 220 pum).

(B) Exemple de neurone du NST stimulé au cours d’'un épisode d'oscillations B (750 msec d’enregistrement). Le
tracé du haut représente les oscillations B filtrées de 'EcoG du mCx. Noter que le neurone émet plus de PA par
cycle B lors de la stimulation. Ce neurone a été marqué et est présenté sur la microphotographie en A. Les
artéfacts de stimulation sont indiqués par les astérisques.

(C et D) La stimulation juxtacellulaire a permis d’augmenter significativement la fréquence de décharge des
neurones du NST (n=19, test-T apparié, p< 0,001).

(E) L’augmentation de la fréquence de décharge induite par le protocole de stimulation juxtacellulaire (n=19) était
supérieure a la désinhibition induite par I'inhibition du GP (n=30, Test T, p=0,023). L'intensité de I'excitation a été
quantifiée par I'index de modulation de la fréquence (Frequency MI). Pas de I'histogramme péri-stimulus : 5

msec. Pas de I'histogramme de distribution du Ml : 0,05.
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Figure 27 : L’augmentation de la fréquence de décharge ne supprime pas I’entrainement individuel en
phase des neurones du NST mais diminue leur intensité.
(A) L'entrainement en phase de la majorité des neurones du NST avec les oscillations 3 enregistrées dans le

mCx (tracés sinusoidaux) n’a pas été altéré par la stimulation juxtacellulaire. Sur les 19 neurones enregistrés, un
seul a été désynchronisé (non montré ici).

(B) La stimulation juxtacellulaire a diminué la longueur des vecteurs résultants moyens (a gauche, n=18, test-T

apparié, p<0,001) mais n’a pas affecté la phase d’entrainement (a droite). Pas des histogrammes de phase : 10°.

1.7 Les oscillations 3 dans les GB réapparaissent avant celles du mCx

Pour déterminer la cinétique de la resynchronisation f dans le NST et le mCx,
consécutives a l'arrét de linhibition du GP, nous avons réalisé des analyses qualitatives de
phase (figure 28). Pour cela, une analyse « multitaper » a été utilisée (voir matériels et
méthodes) permettant de déterminer la phase des oscillations (0-50 Hz) contenues dans les
signaux EcoG (n=10), LFP (n=10) et unitaires du NST (n=36). Comme indiqué dans la figure
28D, les phases des vecteurs moyens résultants des oscillations B des LFP du NST

s’alignaient avant celles du mCx.
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Figure 28 : Les oscillations des LFP du NST se réalignent avant celles du mCx.

(A, B, C) Apreés linhibition optogénétique du GP, la phase des vecteurs moyens résultants (ou Mean Resultant
Length vector, MRL) des oscillations 3 enregistrées dans le mCx (A, n=10), les LFP du NST (B, n=10) et le train
des PA du NST (C, n=36) se réalignent (ou reset). Les lignes pointillées définissent la bande  (10-30 Hz).

(D) Agrandissements, des fenétres présentées en A et B, centrés sur le début (a gauche) ou la fin (a droite) de
I'inhibition du GP (de 0 a 2 sec). Pour plus de clarté, les histogrammes péri-stimulus des neurones du NST ont
étaient ajoutés a la place de la figure C (pas : 5 msec, n=36). Les carrés jaunes en haut de la figure représentent
la stimulation lumineuse. Noter quimmédiatement aprés la fin de l'inhibition du GP (figure a droite), les phases
des oscillations B dans les LFP du NST (au milieu a droite) se réalignent avant celles du mCx (en bas a droite,
fleche).

111



DISCUSSION

I. Résultats principaux

L’objectif principale de cette thése était de déterminer I'implication fonctionnelle de
réseaux de neurones spécifigues (i.e. le cortex moteur, globus pallidus, et le noyau
parafasciculaire du thalamus) dans les mécanismes de génération et de propagation des
oscillations 3 présents dans la MP. Pour cela, nous avons développé des approches de
manipulation optogénétique basées sur l'inhibition ou l'activation lumineuse des réseaux de
neurones ciblés. Cette méthode était particulierement bien adaptée a I'étude de la
dynamique des oscillations neuronales de par sa haute résolution temporelle et spatiale. En
effet, I'induction et la récupération de I'activité neuronale a nos stimulations laser était de
I'ordre de la milliseconde et permettait ainsi une analyse fine des relations de cause a effet.
De plus, les injections de virus et les placements des fibres optiques, tous deux faits sous

contrOle stéréotaxique, permettaient d’interroger le réle de circuits neuronaux spécifiques.

Les résultats de cette approche expérimentale suggérent que le mCx et le PF ne sont
pas impliqués activement dans le maintien des oscillations  anormalement exprimées chez
le rat 6-OHDA. Ces résultats ne semblent pas étre liés a I'absence d’effet de nos inhibitions
optogénétiques car nous avons montré des effets significatifs sur la fréquence de décharge
des neurones du NST. Dans le cas de l'inhibition corticale, la réponse induite dans le NST
était stéréotypée et se décomposait en 3 phases : une premiére inhibition, suivie d’'un rebond
(=400 msec) et d’'une seconde inhibition. La latence de survenue de la premiére réponse
inhibitrice était lente (<50 msec) ce qui pourrait suggérer un effet indirect via la voie cortico-
striatale. Cependant, le marquage axonal eYFP dans le NST montre que les neurones de la
voie hyperdirecte exprimaient 'ArchaerhodopsineT3. Les réponses du NST a linhibition du
PF étaient, en revanche beaucoup plus hétérogénes et aucun patron précis n’a été observé
pendant la stimulation. En revanche, l'arrét de la stimulation laser était toujours associé a
une bouffée de PA qui survenait dans un délai de =35 msec. Ce rebond des neurones du
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NST intervenait =20 msec aprés larrét de linhibition des neurones du PF et était
simultanément accompagné d’un réalignement de la phase des oscillations B enregistrées
dans les LFP du NST et de 'EcoG du mCx. Ces données suggérent donc que les neurones
du NST sont peu sensibles au drive excitateur issu de la décharge tonique (& 4 Hz) des
neurones du PF. Ce drive ne devient efficace que lors d’une augmentation relativement
élevée de la fréquence de décharge des neurones du PF (a 16 Hz). En revanche, le délai de
décharge d’environ 20 msec entre I'excitation du PF et celle du NST semble long,
paradoxalement, au délai mesuré a la suite d’une stimulation électrique du PF (3-4 msec).
Cette discordance temporelle pourrait s’expliquer par une différence dans la synchronisation
des réponses excitatrices du PF. Quoiqu’il en soit, le rebond excitateur du PF est suffisant
pour moduler les propriétés dynamiques du réseau et induire un réalignement de la phase

des oscillations 8 simultanément dans le NST et I'ensemble de la bCGB.

Nos résultats montrent également le rble causal des circuits neuronaux du GP dans
le maintien de I'expression des oscillations  a des niveaux élevés chez le rat 6-OHDA. En
fait, 'inhibition optogénétique du GP a un effet puissant sur la dynamique de ces oscillations
qui se traduit par: la suppression de la connectivité fonctionnelle (i.e. cohérence) aux
fréquences B entre le mCx et les LFP du NST ; une réduction de la présence des oscillations
B dans le mCx ; et la perte de I'entrainement des neurones du NST aux fréquences B. Les
neurones du NST présentaient une réponse excitatrice rapide (<20 msec) a l'inhibition du GP
et nous avons pu mettre en évidence une corrélation entre 'amplitude de cette excitation et
la fréquence basale des neurones du NST. Dans I'ensemble, ces résultats suggérent que
I'activité tonique des neurones du GP controle la fréquence, le patron de décharge et les

niveaux de synchronisation de la décharge des neurones du NST.
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II. Origine des oscillations 3 dans la boucle cortex-ganglions de la

base du rat 6-OHDA

Les mécanismes cellulaires a l'origine de I'expression anormale des oscillations 3 de
la bCGB sont encore méconnus mais plusieurs hypothéses ont été émises. Des études de
modélisation informatique proposent que [I'’hyper-synchronisation [ est une propriété
émergente de ces circuits, résultant d'un déséquilibre entre les différentes voies
fonctionnelles qui composent ces boucles (Leblois et al. 2006; Pavlides et al. 2015;
Kumaravelu et al. 2016). D’autres auteurs postulent que [linteraction entre la voie
hyperdirecte et un générateur de rythme endogéne des GB, constitué par le micro-réseau
GP-NST, est a l'origine de cette hyper-synchronisation  (Bevan et al. 2002; Mallet et al.
2008; Nambu & Tachibana 2014). Une autre théorie avance I'hypothése selon laquelle le
mCx générerait les oscillations B et les transféreraient dans les GB par l'intermédiaire du
striatum, rendu permissif par la déplétion DAergique (Jayasinghe et al. 2015; Zold et al.
2012). Enfin, 'augmentation de la connectivité intranucléaire du NST pourrait étre a l'origine
de la mise en place d’'un état oscillatoire stable dans le micro-réseau GP-NST (Gillies &
Willshaw 2004). Au regard de ces données, il apparait que le micro-réseau GP-NST et
l'organisation fonctionnelle du réseau cortex-GB en boucle de rétrocontrble sont des
caractéristiques essentielles pour I'émergence des états anormalement synchronisés.
L'importance de ces boucles rétroactives a récemment été confirmée par Brazhnik et al.
(2016). Ces travaux on montré que linhibition des entrées GABAergiques du thalamus
supprime les oscillations 3 dans la bCGB, soulignant ainsi 'importance de la connectivité des
GB avec le systéme thalamo-cortical. Aujourd’hui I'architecture neuronale impliquée dans la
genése de ces oscillations B n’est pas connue car les approches pharmacologiques utilisées
jusqu’alors n’étaient pas spécifiques des structures incriminées (Tachibana et al. 2011; Pan
et al. 2014). C’est avec l'idée d’apporter des réponses a cette question et des connaissances

nouvelles, que nous avons développé une approche d’inhibition optogénétique. Cette
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derniére nous a permis de questionner directement le réle du mCx et du PF, qui forment,

tous deux, des boucles de rétrocontrole avec les GB.

Quelles que soient les théories proposées, il semble que le mCx serait un acteur
essentiel dans I'expression des oscillations B. Cette hypothése est d’ailleurs étayée par des
études réalisées chez les patients parkinsoniens qui ont montré que les oscillations
corticales dirigeaient celles enregistrées dans le NST selon une analyse de causalité de
Granger (pour revue voir Oswal et al. 2013). Toutefois des données contradictoires ont aussi
été obtenues avec la méme méthode d’analyse chez les patients (Lopez-Azcarate et al.
2010) et les modéles animaux (Li et al. 2016; Javor-Duray et al. 2014) révélant ainsi une
limite de cette approche analytique. Par ailleurs, les neurones corticaux qui oscillent a la
fréquence B sont peu nombreux (Goldberg et al. 2002; Brazhnik et al. 2016) et semblent étre
restreints aux neurones du tractus pyramidal (Pasquereau & Turner 2011). Ainsi, il est
probable que les oscillations 3 enregistrées via des EEG dans le mCx moteur reflétent plus
spécifiquement I'activité des entrées synaptiques plutét qu’une réelle activité de sortie (Stein
& Bar-Gad 2013). Cette assertion est cohérente avec nos travaux qui contredisent
'hypothése d’une genése corticale. De plus, nos expériences d’inhibition du GP montrent
que la réapparition du rythme B dans le mCx succédait a celle des LFP dans le NST.
Cependant, ces données doivent étre interprétées avec précaution au vu de la rapidité
de réapparition du rythme B dans le LFP et le mCx. De plus, aucune analyse

quantitative précise n’a encore été réalisée.

Notre étude supporte I'idée que le mCx n’est pas impliqué dans le maintien des
oscillations B au sein des GB. Ainsi, la réponse stéréotypée des neurones du NST a
l'inhibition du mCx pourrait signaler I'entrée des GB dans un nouvel état dynamique ou les
neurones continuent d’osciller méme en I'absence d’entrées corticales motrices. Nous ne
pouvons néanmoins pas exclure que ces changements dynamiques n’'impliquent pas
d’autres régions corticales dans la mesure ou nos infections concernaient uniquement les

régions rostrales du mCx (Cx M1/M2). Or, il a été rapporté que les oscillations 3 sont
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également exprimées dans le cortex somato-sensoriel des patients parkinsoniens et des rats
6-OHDA (Sharott et al. 2005; Degos et al. 2009). Etant donné que le thalamus moteur du rat
projette aussi sur ces régions corticales somato-sensorielles (Kuramoto et al. 2009;
Kuramoto et al. 2015), nous ne pouvons pas exclure I'implication de ces derniéres dans les
mécanismes de génération des oscillations 3. Une perspective possible pour tester ce
meécanisme, serait d’effectuer des inhibitions corticales de plus large envergure qui
incluraient les régions caudales du cortex sensorimoteur et notamment le cortex en

tonneaux.

Une étude précédente a montré qu’'une boucle de rétroaction est nécessaire a
'expression anormale des oscillations 3 chez le rat 6-OHDA (Brazhnik et al. 2016). En raison
des résultats précédemments présentés, nous avons postulé qu’une structure qui projette
sur les GB et qui est connectée au thalamus moteur est impliguée dans le maintien et la
propagation des oscillations B. Une structure remplissait ces critéres : le PF. Effectivement, il
forme une boucle fonctionnelle avec les GB qui court-circuite le mCx (Tseng 2009). Plus
précisément, il recoit des entrées de la SNr et du thalamus moteur et innerve en retour le
striatum, le GP, et le NST (Mouroux et al. 1995; Mouroux et al. 1997; Ding et al. 2010; Smith
et al. 2014). De surcroit, sur un plan fonctionnel, Parr-Brownlie et al. (2009) ont rapporté que
son activité oscillatoire est drastiguement augmentée chez le rat 6-OHDA. Sur la base de
ces travaux, une étude computationnelle a prédit qu’il pourrait jouer un réle dans le maintien
en phase des neurones arkypallidaux et du NST lors des oscillations B (Nevado-Holgado et
al. 2014). Finalement nos expériences ont remis en question cette hypothése car ni la
puissance des oscillations B, ni I'entrainement en phase des neurones du NST, n’étaient
altérés par l'inhibition du PF. Il est important de préciser ici que ces résultats doivent étre
répliqués sur un plus grand nombre de neurones du NST, d’autant plus que leurs réponses
étaient trés hétérogenes. Cependant, cette expérience a mis au jour un résultat inattendu qui
correspond a un réalignement simultané des phases des oscillations 8 dans les NST et le

mCx. Ce rephasage coincidait dans ces deux structures et n’était pas précédé par le rebond
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des neurones du NST. Ces données font écho aux travaux de Leventhal et al. (2012) qui
montrent un rephasage des oscillations B induit par des stimulations sensorielles (i.e. les
sons instructeurs qui indiquent qu’une action doit étre initiée). Contrairement a la
synchronisation  qui précéde le mouvement, ce réalignement de la phase était
systématique et non spécifique d’'une réponse comportementale. Les auteurs ont proposé
gue cette resynchronisation B induirait une transition vers un état plus vigilant (Leventhal et
al. 2012). Etant donné que les neurones du PF intégrent différents types de stimuli
sensoriels et relaient ces informations aux GB (Matsumoto et al. 2001), il serait intéressant
de reproduire ces données chez un animal contrble par de bréves excitations

optogénétiques du PF.

L’hypothése d’une genése sous-corticale des oscillations  a été formulée au regard
de la profonde altération de I'activité du réseau des GB dans la MP. Au sein de ce dernier,
c’est principalement le micro-réseau GP-NST qui a retenu l'attention. En effet, une étude sur
culture organotypigue a montré que le micro-réseau GP-NST était capable de générer une
activité oscillatoire auto-entretenue de faible fréquence (0,4-1,2 Hz, Plenz & Kital 1999).
Comme nous l'avons vu dans l'introduction, ce mécanisme cellulaire n’est cependant pas
adapté a la période des oscillations 3. C’est pourquoi, un autre mécanisme de réverbération
de l'activité du NST dans le GP a été proposé (Baufreton et al. 2005). Il est basé sur la
désinactivation de canaux sodiques voltage-dépendants du NST qui est induite par des
bréves hyperpolarisations en provenance du GP. En conséquence, les neurones du NST
seraient plus « sensibles » a leurs entrées excitatrices. Ainsi, de nombreux auteurs ont
proposé que le micro-réseau GP-NST serait directement impliqué dans la genese et le
maintien des oscillations 3 (Mallet et al. 2008; Tachibana et al. 2011; Kumar et al. 2011). De
nombreuses données expérimentales viennent soutenir cette hypothése. Premiérement,
l'activité intra- et inter-structures de ce micro-réseau est hautement synchronisée aux
fréquences B dans la MP (Levy et al. 2000; Magill et al. 2001; Walters et al. 2007; Mallet et

al. 2008; Miguelez et al. 2012). Deuxiémement, la connectivité anatomo-fonctionnelle entre
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le GP et le NST augmente chez les rats 6-OHDA (Fan et al. 2012), suggérant un
renforcement des rebonds post-inhibitions du NST. Enfin, la SCP du NST supprime les
oscillations B exacerbées dans I'ensemble de la bCGB chez les patients et dans les modéles
animaux (Hammond et al. 2007; Moran et al. 2012). Néanmoins, la latence de réponse des
neurones du NST et du GP (<5 msec) apparait peu compatible avec la période des
oscillations B (=50 msec, Kita & Kitai 1991; Kita et al. 2005). Au vu de ces données
contradictoires, il nous paraissait essentiel d’étudier le réle du GP dans la synchronisation 3
du rat hémi-lésé. L'utilisation d’'une approche optogénétique nous a permis de montrer que
l'activité hypersynchronisée des GB et notamment du GP, est nécessaire a I'expression et a
la propagation anormale des oscillations § dans la bCGB de rats 6-OHDA. Cependant, cette
diminution des oscillations B s’accompagnait d’'une forte désinhibition des neurones du NST
qui pourrait altérer sa capacité a transférer l'activité rythmique B. Grace a la stimulation
juxtacellulaire, nous avons vérifié qu’a I'échelle individuelle 'augmentation de la fréquence
de décharge (dans une gamme similaire a la désinhibition) n’était pas responsable de la
désynchronisation. Toutefois, il existe une corrélation entre les amplitudes d’augmentation
de la fréquence induites par la stimulation juxtacellulaire et la diminution de lintensité
d’entrainement des neurones du NST. Ces données suggérent donc que passé un seuil
d’excitation, il serait possible de supprimer I'entrainement 8 a I'échelle unitaire dans le NST
mais pas au niveau du réseau. Afin de vérifier qu’une désinhibition simultanée d’une
plus large population de neurones du NST n’est pas a l'origine de Ila
désynchronisation, il semble important de réaliser des expériences complémentaires
de stimulation optogénétique visant a exciter globalement le NST. Ces expériences

controle sont en cours de réalisation.

Pris dans leur ensemble, ces travaux de thése ont permis de redéfinir les circuits
neuronaux impliqués dans I'émergence des oscillations 3 chez le rat 6-OHDA. Au vu de nos
résultats et des données de la littérature, il semble que les oscillations B sont générées et/ou

entretenues par une boucle sous-corticale qui implique le thalamus moteur et le micro-
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réseau GP-NST. Afin d’étudier plus en détail les mécanismes de génération des oscillations
B, nous avons réalisé une série d’expériences préliminaires chez des animaux contrdles
(figures Al et A2). Ces derniéres nous ont permis de déterminer avec précision si les circuits
neuronaux du GP et du NST étaient suffisants a la réintroduction de ces oscillations  dans
'ensemble de la bCBG tout en conservant les relations de phases connues entre ces

structures.

III. Hypotheses sur I'entretien des oscillations § dans les GB

Des précédentes études ont pointé l'importance de la voie hyperdirecte dans le
maintien des oscillations 3 (Tachibana et al. 2011; Pan et al. 2014). Cependant nos données
invalident I'importance de cette derniére dans les mécanismes de maintien des oscillations 3
chez le rat hémi-lésé. Pour conforter ou non ces résultats, nous avons réalisé des
expériences préliminaires de stimulation optogénétique directe des neurones du NST. Elles
avaient pour but de mimer une entrée excitatrice oscillante au rythme B (figure A2 A). Il est
important de préciser ici que ce travail ne concernait qu’un faible nombre de rats (n=4) et doit
donc étre répliqué. Néanmoins, ces résultats montrent qu'une stimulation excitatrice du NST
a la fréquence B ne reproduit pas I'opposition de phase entre les neurones prototypiques et
ceux du NST comme démontré chez le rat 6-OHDA (Mallet et al. 2008). Ces résultats
préliminaires renforcent donc la remise en question du role de la voie hyperdirecte dans
I'’émergence des oscillations B, mais également du mécanisme de réverbération de I'activité
oscillatoire au sein du micro-réseau GP-NST (Baufreton et al. 2005). En effet, il a été
proposé que le retour excitateur excercé par le NST sur les neurones du GP pouvait étre a
I'origine de l'autoentretien d’un rythme oscillatoire (Baufreton et al. 2005; Mallet et al. 2008).
Au vu de ces données, il nous apparait impératif de tester le réle causal du NST dans
le maintien des oscillations B (travail en cours). S’il n’est pas nécessaire, alors son

inhibition optogénétique ne devrait pas supprimer ou diminuer la synchronisation .
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L’organisation des connexions synaptiques établies par le GP indiquent que ses
synapses sont dans une position idéale pour contréler I'activité de sortie des neurones du
NST (Smith et al. 1998; Bolam et al. 2009). En effet, elles sont situées directement sur les
corps cellulaires ou sur les dendrites proximales. Ces données anatomiques ont été
complétées par des travaux physiologiques qui suggérent que le GP contrble I'activité
tonique du NST en situation physiologique (Rouzaire-Dubois et al. 1980; Baufreton et al.
2005) et par conséquent celle de la SNr (Robledo & Féger 1990). Par une approche
optogénétique spécifiqgue du GP, nous avons clairement démontré que le GP conditionne la
fréquence de décharge des neurones du NST chez les rats hémi-lésés et contrdles (figure
Al). Plus spécifiquement, nous avons mis en évidence I'existence d’'une corrélation négative
entre 'amplitude de la désinhibition des neurones du NST et leurs fréquences basales. Au
vu de ces résultats, nous nous sommes demandés si le GP pourrait aussi organiser I'activité
oscillatoire au sein de la voie indirecte. Par une approche optogénétique chez I'animal
contréle, nous avons montré qu’une inhibition sinusoidale du GP est suffisante pour induire
une hyper-synchronisation dans la bCGB, comparable a celle retrouvée chez le rat 6-OHDA
(figure A2 B). Cette stimulation induit 'expression d’oscillations  anormales dans le mCx et
reproduit 'opposition de phase entre les neurones prototypiques du GP et ceux du NST.
Prises dans leur ensemble, ces données suggérent que I’activité oscillante des
neurones prototypiques est nécessaire et suffisante pour synchroniser I'activité du
NST et, induire I'’expression anormale des oscillations 8 dans I’ensemble de la bCGB.
Dans la continuité de ces travaux, il serait intéressant d’étudier plus en détail les
mécanismes a l'origine de la synchronisation anormale des neurones prototypiques.
Par exemple, nous proposons d’interroger le role du striatum dans le maintien de

I’expression des oscillations 3 de la bCGB.
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IV. Role Causal des oscillations (3 et perspectives

Nous avons vu dans l'introduction que le réle pathologique des oscillations B ne fait
pas consensus. Nos travaux de thése ne répondent pas directement a cette question,
d’autant qu’ils ont été réalisés chez I'animal anesthésié. Cependant ils apportent des
précisions sur les circuits neuronaux impliqués dans le maintien et la propagation des
oscillations 3 et, par conséquent nous permettront de tester I'hypothése de leurs implications

dans la symptomatologie parkinsonienne.

Nous avons vu que le GP est nécessaire a I'expression pathologique des oscillations
B chez les rats 6-OHDA. Ces résultats sont cohérents avec les données cliniques puisqu’il a
été montré que la SCP du GP de patients parkinsoniens est plus efficace pour supprimer
I'akinésie/bradykinésie que celle réalisée dans le GPi (Yelnik et al. 2000; Vitek et al. 2004).
Ces résultats ont été confirmés chez le singe MPTP (Vitek et al. 2012) et ils suggérent que
l'altération de I'activité électrophysiologique du GP est efficace pour lever les symptomes
moteurs de la MP. Etant donné qu’une Iésion du GP aggrave I'akinésie (Munro-Davies et al.
1999) et que l'activité des neurones du GP est globalement diminuée en condition de
déplétion DAergique, il nous parait important de tester I'effet de I’'augmentation de la
fréquence de décharge des neurones du GP sur la suppression des oscillations B.

Cela permettrait de vérifier I’amélioration, ou non, de la symptomatologie motrice.

Les neurones prototypiques sont des outils formidables pour synchroniser I'activité de
la voie indirecte. lIs offrent la possibilité d’induire une synchronisation B anormale qui s’étend
jusqu’au mCx. Ainsi, il serait intéressant de tester I’effet d’'un excés de synchronisation
B chez un animal sain et de mesurer laltération, ou non, du comportement
locomoteur. Enfin, il peut étre envisagé d’éprouver les hypothéses du « statut quo »
ou du «gate control » chez lindividu sain. Ces derniéres proposent que la
synchronisation 3 permet de maintenir une action sensorimotrice déja sélectionnée (Engel &

Fries 2010; Leventhal et al. 2012). Alors, il serait possible d'utiliser une tdche motrice qui
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nécessiterait de changer une action déja engagée (GO/GO). Selon ces théories,
'augmentation de la synchronisation B juste avant le changement d’action devrait maintenir

mouvement initialement engageé.
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ANNEXES

A STN B STN C SNr
50 4 1 1.5 50 —
n=30 O Control n=39
. R2=0.50 .
§ n=30 §
o ® 6-OHDA o
< R*=0.28 <
~ n=30 ~
> >
(@] [@)]
c c |
) <)
= =2
8 8
L heid| Lk 040 ONMR T B
0 | T g | 0 T T 1
-2 0 2 4 0 60 -2 0 2 4
Times (Sec.) Frequency OFF (AP/sec) Times (Sec.)

Figure Al : Les neurones prototypiques du GP contrélent I’activité des neurones du NST et de la SNr
chez le rat non-lésé.

Une infection du GP (AAV5-hSyn-Arch3) a été réalisée chez des animaux controle selon la méme procédure que
pour les rats hémi-lésés. Des enregistrements du NST ou de la SNr ont ensuite été réalisés.

(A) Histogramme moyen péri-stimulus des neurones du NST présentant une réponse désinhibitrice lors de
I'inhibition du GP (Pas : 50 msec).

(B) L'amplitude de la désinhibition des neurones du NST (Index de modulation ou MI) est corrélée négativement
avec la fréquence basale des neurones désinhibés chez I'animal 6-OHDA (n=30, régression linéaire, p<0,05,
r2=0,28) et contréle (n=30, régression linéaire, p<0,05, r2=0,50).

(C) Histogramme moyen péri-stimulus des neurones du SNr présentant une réponse désinhibitrice lors de
I'inhibition du GP (Pas : 50 msec).
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Laser Stimulation (20Hz)

A. CamKII-ChR2 STN B. hSyn-Arch3-GP C. 6-OHDA
\/\/ \/-\/ (Mallet 2008b)
90 - : o : . 0.05 Prototypi'c neurons
AW / , Prototypic neuron
] i ] =i 2
. | Prototypicneuron | Q
c (n=13) - . | o)
S e 5 L e
U 0 T :] T :1 T i T T E 1 %
L 30+ ' L ' : o
= STN neuror) STN neuron: = STN neuron
& qin=6 0 Q=100 o T
NN : A LA ! R%
. | T | 5 -
0 ' : : '

0 180 360 540 720 0 180 360 540 720 0 180 360 540 720
Phase (degree) Phase (degree) Phase (degree)

Figure A2 : L’inhibition des neurones du GP a la fréquence B est suffisante pour reproduire I’entrainement
en phase retrouvé chez le rat hémi-lésé anesthésié.

Des infections des neurones du NST (AAV5-CamKII-ChR2-E123A, A) ou du GP (AAV5-hSyn-Arch3, B) ont été
réalisées chez des rats controles. Chez ces animaux anesthésiés, nous avons ensuite enregistré dans le NST ou
le GP afin de déterminer I'effet d’'une stimulation sinusoidale par une lumiére bleue (Channelrhodopsine2, ChR2,
A) ou jaune (Arch3, B). Ces résultats ont montré que la stimulation des neurones du NST, par la ChR2 a la
fréquence B (A), ne reproduit pas I'entrainement en opposition de phase des neurones prototypiques du GP
(n=13) et ceux du NST (n=6), comme retrouvé chez I'animal 6-OHDA (C). Noter que le décalage de phase est
compatible avec une excitation directe exercée par les neurones du NST sur les prototypiques. A linverse,
I'inhibition & 20 Hz des neurones du GP (B) est suffisante pour reproduire I'opposition de phase des neurones
prototypiques (n=10) et du NST (n=10), comme démontré chez I'animal 6-OHDA (C). Pas des histogrammes de
phase : 10°.
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ETUDE DYNAMIQUE DE LA GENERATION DES
OSCILLATIONS BETA DANS LA MALADIE DE PARKINSON

Les ganglions de la base (GB) forment une boucle complexe avec le cortex et le thalamus qui est impliquée dans la
sélection de 1’action et le contrdle du mouvement. Les activités oscillatoires synchronisées dans le réseau des GB ont été
proposées comme pouvant jouer un role essentiel dans la coordination du flux de I’information au sein de ces circuits
neuronaux. Ainsi, leur dérégulation dans le temps et 1’espace pourrait devenir pathologique. Dans la maladie de Parkinson
(MP), I’expression anormalement élevée d’oscillations neuronales comprises dans les gammes de fréquences beta (8, 10-30
Hz) serait la cause des déficits moteurs (akinétique et bradykinétique) de cette maladie. Cependant, les réseaux neuronaux a
I’origine des oscillations B et I’implication physiopathologique de celles-ci restent encore inconnus. Le noyau sous-
thalamique (NST) est un carrefour anatomique des GB situé au centre de réseaux potentiellement impliqués dans I’émergence
de ces états hyper-synchronisés. L’objectif de cette thése était de déterminer le role causal des principales entrées du NST
(i.e. le cortex moteur, le globus pallidus, et le noyau parafasciculaire du thalamus) dans le maintien et la propagation des
oscillations P. Pour cela, nous avons développé des approches de manipulation optogénétique combinées a des
enregistrements électrophysiologiques in vivo dans un modéle rongeur de la MP. L’ensemble de nos travaux démontre la
contribution respective des différents circuits neuronaux interrogés et souligne 1’importance du globus pallidus dans le
contrdle de la propagation et du maintien des oscillations § dans I’ensemble de la boucle des GB.

Mots clés : Maladie de Parkinson, Oscillations B (beta), ganglions de la base, globus pallidus, cortex moteur, noyau
parafasciculaire du thalamus, optogénétique, électrophysiologie in vivo, marquage juxtacellulaire

DYNAMIC STUDY OF THE GENERATION OF BETA
OSCILLATIONS IN PARKINSON’S DISEASE

The basal-ganglia (BG) form a complex loop with the cortex and the thalamus that is involved in action selection
and movement control. Synchronized oscillatory activities in basal-ganglia neuronal circuits have been proposed to play a
key role in coordinating information flow within this neuronal network. If synchronized oscillatory activities are important
for normal motor function, their dysregulation in space and time could be pathological. Indeed, in Parkinson’s disease (PD),
many studies have reported an abnormal increase in the expression level of neuronal oscillations contain in the beta ()
frequency range (15-30 Hz). These abnormal B oscillations have been correlated with two mains symptoms of PD:
akinesia/bradykinesia. However, which BG neuronal circuits generate those abnormal B oscillations, and whether they play a
causal role in PD motor dysfunction is not known. The subthalamic nucleus (STN) is a key nucleus in BG that receives
converging inputs from the motor cortex, the parafascicular thalamic nucleus and the globus pallidus. Here, we used a rat
model of PD combined with in vivo electrophysiological recordings and optogenetic silencing to investigate how selective
manipulation of STN inputs causally influence BG network dynamic. Our data highlight the causal role of the globus pallidus
in the generation and propagation mechanisms of abnormal B-oscillations.

Keywords : Parkinson’s disease, B oscillation (Beta), basal ganglia, globus pallidus, motor cortex, parafascicular thalamic
nucleus, optogenetics, in vivo electrophysiology, juxtacellular labeling.
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