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Résumé

La perception consciente du monde extérieur repose sur la coordination
spatiotemporelle de ’activité des neurones corticaux. L’une des caractéristiques principales
des aires corticales primaires chez les mammiféeres est leur organisation laminaire en six
couches et tangentielle en colonnes fonctionnelles au sein desquelles les neurones partagent

les mémes champs récepteurs.

A partir de données anatomiques, un modele dit canonique de traitement des
informations sensorielles au travers des différentes couches des colonnes corticales a été
proposé. Le modele suppose que l’information sensorielle est traitée de fagon sérielle.
D’abord au niveau de la couche IV, cible principale des afférences thalamiques. Ensuite au
niveau des couches I/l superficielles qui sont fortement innervées par les neurones
excitateurs de la couche IV. Et enfin par les neurones des couches profondes, V et VI, qui
sont innervés par les cellules pyramidales glutamatergiques des couches superficielles. Les

neurones pyramidaux de la couche V constituant la principale sortie du néocortex.

Toutefois, il a récemment été montré que les neurones des couches profondes
recoivent également des informations sensorielles directement par des afférences thalamiques,
ce qui pose la question du ou des réles de la connectivité interlaminaire dans le traitement

sensoriel opéré au sein des colonnes corticales.

Afin d’aborder cette problématique, j’ai tiré profit de la technique d’¢lectroporation in
utero qui permet d’exprimer spécifiquement des protéines photo-activables dans les cellules
pyramidales des couches I/l du cortex somesthésique primaire de la souris recevant des
informations sensorielles en provenance des vibrisses ; un modéle d’étude trés populaire en

neurophysiologie de la perception.

Ainsi, j’ai pu évaluer I'impact de manipulations spécifiques et temporellement
précises de I’activité des neurones excitateurs des couches superficielles dans le déterminisme
des réponses sensorielles des neurones de la couche V évoquees par la stimulation de

vibrisses.

En procédant a des enregistrements unitaires multi-sites au sein de différentes couches
corticales a la fois chez des animaux anesthésiés et éveillés, j’ai montré que le recrutement
des neurones pyramidaux des couches II/IIl permet d’amplifier les réponses sensorielles des
neurones de la couche V. Par ailleurs, 1’analyse de ce phénomene d’amplification en fonction
de I’intensité des stimulations sensorielles indique que la connectivité interlaminaire joue un

réle majeur dans la modulation du gain des neurones de la couche de sortie du cortex.
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INTRODUCTION

Esse est percipi aut percipere

« Etre c’est étre percu, ou percevoir ». Derriére cette citation (G. Berkeley) réside
I’idée que la réalité propre de I’étre pensant se construit (en partie) au travers de sa
représentation du monde alentour ainsi que de la place qu’il y occupe. Cette faculté, présente
chez tous les animaux y compris chez I’Homme, est primordiale pour la perpétuation de
I’espece. Les capacités de survie d’un animal dépendent de maniére critique de sa faculté a
percevoir les informations environnantes, les interpréter, et réagir de maniere appropriée au
contexte dans lequel il se trouve. Ceci est rendu possible grace aux opérations effectuees par
le cerveau qui traite de maniére centrale les informations percues par les organes sensoriels de
I’organisme. Ainsi Aristote définissait chez ’Homme cinq sens majeurs qu’il classifiait en
fonction de la nature du signal biophysique transmis: les photons pour la vision, les
vibrations acoustiques pour 1’ouie, les composés organiques volatiles et dissouts pour 1’odorat

et le godt, et enfin les déformations mécaniques pour le toucher.

La compréhension des processus neuronaux qui sous-tendent les mécanismes allant de
la perception des informations sensorielles a leur conceptualisation (perception consciente) est
une question fondamentale en neurosciences. Pour cela il est nécessaire de décrire
I’organisation structurelle des connexions entre les neurones, et de comprendre le
fonctionnement contextuel des réseaux neuronaux dans le cadre d’un processus cognitif

d’intérét.
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A.Le néocortex : I’écorce de la perception sensorielle

S’il est classiquement admis que la perception consciente de I’environnement repose
sur la coordination dans le temps et dans I’espace de 1’activité des neurones corticaux, trois
questions fondamentales se posent : i) quels sont les traitements opérés par le cortex ; ii) quels
sont les mécanismes a la base de ces opérations ; et enfin iii) quels sont les substrats

structurels et biophysiques par lesquels ces opérations sont implémentées.

Les premiéres révolutions en neurophysiologie sont issues de travaux réalises dans le
systeme visuel, somesthésique ou encore moteur de différents modeéles d’étude (chat, crapaud,
primate, rongeur) et remontent au début du 20° siécle. Les techniques d’enregistrements
¢lectrophysiologiques des neurones (unitaires, ou populationnels) ont permis d’aborder 1’une
des questions fondamentales dans 1’étude de 1’intégration sensorielle, & savoir comment un
neurone intégre et transmet une information en provenance du monde extérieur. Le premier
élément de réponse provient des travaux pionniers du prix Nobel (1932) E.D. Adrian, qui a
pour la premiere fois montré un corrélat neuronal a la contraction musculaire : les
motoneurones  produisent, de maniere proportionnelle a D’intensit¢ de la contraction
musculaire du crapaud, des évenements électriques de type « tout-ou-rien » que 1’on appelle
« potentiels d’action » (PA) décrits initialement par le physiologiste allemand Emile du Bois-
Reymond (pour revue Rieke, 1999). Adrian a fait une seconde observation primordiale : la
quantité de potentiels d’action des récepteurs a 1’étirement (du muscle) dépend de la force
appliquée au muscle. Il existe donc une relation entre I’intensité d’une stimulation (sensorielle
ou motrice) et I’activité des neurones reflétée par le nombre de PA qu’ils émettent par unité
de temps. Cela a conduit a I’idée générale qu’un neurone transforme une variable d’entrée

(par exemple la force d’un stimulus) en fréquence de décharge.

Lors de I’enregistrement intracellulaire d’un neurone, il est possible de lui injecter un courant
continu de différentes intensités. La relation entre la fréquence de décharge (F) du neurone et
I’intensité du courant (I) injecté appelée « relation entrée-sortie » (relation F-I1 dans le cas
d’une injection de courants ou encore « fonction de transfert » dans un cas plus genéral). Cette
relation permet d’évaluer la maniere dont ce neurone peut intrins€équement transformer
I’intensité d’un stimulus en un train de potentiels d’action d’une certaine fréquence. La courbe
représentative de la relation F-I est généralement linéaire (ou sigmoidale dans le cas d’une

saturation de la fréquence de décharge). Elle est caractérisée par : i) un seuil de stimulation ©
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a partir duquel le neurone commence a décharger ii) un EC50 correspondant a intensité du
stimulus permettant d’obtenir 50% de la réponse maximale iii) une pente de la partie linéaire
(autrement appelé « gain », y) reflétant le lien de proportionnalité entre I’intensité du courant
et la fréquence de décharge et éventuellement par iv) un plateau (Rmax, si la courbe est une
sigmoide) correspondant a la réponse maximale saturante du neurone (Figure 1A). Ces
relations « entrée-sortie » peuvent également étre mesurées par des protocoles de stimulations
sensorielles. Les relations « entrée-sortie » d’un neurone ne sont pas fixes mais peuvent étre
modulées par plusieurs parametres tels que 1’état d’activation des réseaux neuronaux locaux
ou ’attention de 1’animal (Andersen and Mountcastle, 1983; Mcadams and Maunsell, 1999;
Polack et al., 2013; Mcginley et al., 2015; Vinck et al., 2015). Cette modulation peut résulter
en une modification de la valeur seuil du stimulus nécessaire pour faire décharger le neurone
ou une modification du gain (Chance et al.,, 2002; Destexhe et al., 2003; Haider and
McCormick, 2009). On parle d’effets multiplicatifs (ou divisifs) lorsque le gain est augmenté
(ou diminué), et d’effets additifs (ou soustractifs) lorsque le seuil est modifié (Figure 1B).

ve,

A Modulation du gain
Multiplicatif

Excitation
Additif Inhibition
Soustractif

Fréquence de décharge (Hz)

Fréquence de décharge (Hz)

Intensité du stimulus Intensité du stimulus

Figure 1 : Courbes représentatives des fonctions de transfert ou «courbe de gain» théoriques d’un neurone. Adapté de
[Destexhe et al., 2003]
A) Les différents parametres qui caractérisent une courbe de gain. Rmax, réponse maximale correspondant au plateau de

saturation des réponses; EC50, intensité du stimulus permettant d’obtenir 50% de la réponse maximale ; y, pente de la
partie linéaire de la courbe; ©, seuil de la partie linéaire de la courbe.

B) Les différents types de modulation des fonctions de transfert. La courbe contréle (violette) peut étre déplacée vers la
droite ou la gauche ce qui correspond a une modulation additive ou soustractive de la fonction de transfert du neurone
(courbes bleues). Une variation de la pente (courbe verte) correspond, quant a elle, a une modulation multiplicative de la
fonction de transfert (Destexhe et al., 2003).
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Plusieurs études conduites in vitro et in vivo ont cherché a comprendre les mécanismes
cellulaires a la base des modulations des fonctions de transfert des neurones. 1l a été proposé
que des variations du niveau de potentiel de membrane moyen, de résistance membranaire
ainsi que des changements de 1’amplitude des fluctuations du potentiel de membrane
entrainent des modifications du gain des neurones (HO6 and Destexhe, 2000; Chance et al.,
2002; Cardin et al., 2008; Altwegg-Boussac et al., 2014).

Le probleme lié au codage fréquentiel est qu’il repose sur une fréquence de décharge
de potentiels d’action moyennée sur une plus ou moins longue période de temps. Or des
expériences comportementales montrent que les organismes ont des temps de réaction trés
courts : les hommes peuvent par exemple reconnaitre une scene visuelle en quelques centaines
de millisecondes, environ 150 ms (Thorpe et al., 1996). Une autre forme de codage par la
structure temporelle d’un train de PA (« codage temporel ») a été proposée pour outrepasser
les divers inconvénients lies au codage fréquentiel (Bialek et al., 1991; Bialek and Rieke,
1992; Mainen and Sejnowski, 1995; Reinagel and Reid, 2000; Ince et al., 2010). Le codage
temporel peut refléter différentes caractéristiques du patron de décharge d’un neurone :
I’intervalle de temps entre les PA ou encore le temps de latence séparant le début de la
stimulation et le premier PA évoqué. Cependant, cette forme de codage pose également un
probléme majeur : les neurones n’ont pas connaissance a priori du temps d’arrivée d’un
stimulus externe. Donc I’encodage d’un stimulus qui repose sur le temps de latence par
exemple n’est utilisable que par 1’observateur externe qui a une information préalable des
temps de stimulation. Il est également envisageable que d’autres formes de codage d’ordre
supérieur soient utilisées pour encoder différents paramétres d’un stimulus, reposant sur
I’activité d’une assemblée de neurones plutét que par 1’activité des neurones individuels. 1l a
par exemple été montré dans le cortex moteur du macaque que la direction du mouvement du
bras est codée non pas par la fréquence de décharge d’un neurone unique, mais par celle d’une
population de neurones (Georgopoulos et al., 1982, 1986, 1989). En effet, les neurones du
cortex moteurs répondent a différentes directions du mouvement avec une sélectivité
relativement large (Figure 2A). Ainsi, I’analyse de I’activité de neurones individuels peut
entrainer une ambiguité quant a la direction du mouvement. Georgopoulos et collaborateurs
proposent que 1’activité de chacun des neurones puisse étre vectoriellement additionnée pour
créer ce qu’ils appellent un « vecteur populationnel ». Ils ont ainsi montré que I’analyse de ces
vecteurs populationnels permet une meilleure prediction de la direction du

mouvement (Figure 2B).

13



Un autre aspect du codage populationnel a considérer est le codage par la corrélation
de l’activité des neurones. Les activités corrélées dans le temps peuvent étre définies de la
maniére suivante : lorsque deux neurones sont corrélés, ils ne déchargent pas de potentiels
d’action de maniere indépendante ; si bien que lorsqu’un neurone décharge, la probabilité de
décharge du second est plus forte. Cette relation entraine une synchronie de I’activité entre
plusieurs neurones. Plusieurs études ont montré que 1’état de synchronie des réseaux locaux
est modulé par les propriétés des stimuli. Par ailleurs, ce type de codage est modulé par le
niveau d’attention. Ainsi, chez le macaque la synchronie entre des paires de neurones du
cortex somesthésique secondaire augmente lorsque 1’animal est attentif et diminue
drastiquement lorsque son attention est détournée (pour revue : (Salinas and Sejnowski,
2001)).

-500 0 500 1000

Onset of
mowement

Figure 2 : La direction des mouvements est encodée dans le cortex moteur par le patron d’activité d’'une population de
neurones. Adapté de [Georgopoulos et al., 1982]
A) Représentation en rastersde |'activité des neurones du cortex moteur en fonction de la direction du mouvement. Chaque

barre verticale représente un potentiel d’action, chaque ligne correspond a un essai. Le neurone illustré est activé par
plusieurs directions du mouvement du bras, avec une préférence pour des mouvements orientés entre 90° et 225°.

B) Activité populationnelle de plusieurs neurones du cortex moteur en fonction de la direction du mouvement du bras.
L’ensemble de ces réponses conduit a un vecteur populationnel qui correspond fidelement a la direction du mouvement.
Les fleches continues représentent les vecteurs populationnels ; les fleches en pointillés représentent la direction du
mouvement.

Depuis les travaux pionniers d’Hubel et Wiesel, il est établi que la dynamique
spatiotemporelle des entrées synaptiques en provenance du thalamus, la porte d’entrée
principale des informations sensorielles vers le cortex, est a la base de la capacité d’encodage
par les neurones corticaux de certains attributs d’un stimulus sensoriel comme 1’orientation
d’une barre dans 1’espace (Hubel and Wiesel, 1959). Cependant, loin de passivement recevoir

les informations en provenance du thalamus, la maniére dont les neurones corticaux encodent
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les informations sensorielles est dépendante de leurs propriétés intrinseques et synaptiques.
Ainsi, la description des cartes de connectivité fonctionnelle est une étape clé pour

comprendre les traitements opérés au sein du cortex.

D’une épaisseur de 3-4 mm, le néocortex humain compte aux alentours de 28x10°
neurones (et approximativement le méme nombre de cellules gliales). Ces neurones sont
interconnectés par le biais d’un vaste nombre de synapses (de I’ordre de 10*%). Les premiéres
descriptions anatomiques faites au début du XX° siécle révélent une organisation laminaire du
cortex. C’est en adaptant la technique de coloration dite «a I’imprégnation a I’argent »
élaborée par Camillo Golgi a différents tissus du systéme nerveux central dont le néocortex,
gue Santiago Ramon y Cajal put mettre en évidence la présence de plusieurs couches
corticales ainsi que la morphologie de certaines cellules (Figure 3). Ces couches different par
leur épaisseur ainsi que par la taille, la densité et la morphologie des neurones qui s’y
trouvent. Au niveau des aires sensorielles primaires, il est classiqguement admis que le cortex
est divisé en six couches (Oberlaender et al. 2012 ; Fig. 1). La couche 1 étant la plus

superficielle et la couche 6, la plus profonde.
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Figure 3 : Dessins de Santiago Ramon y Cajal.

Les dessins de gauche et du milieu décrivent les structures laminaires du cortex visuel (gauche) et du cortex moteur (droite)
obtenues avec un marquage de type Nissl. Celui de droite est obtenu en utilisant la technique de révélation de Golgi qui
permet de dévoiler I'arborisation dendritique des neurones corticaux.

A partir de ses travaux, Cajal a fait I’hypothése que le néocortex était échafaudé sur la
base de circuits neuronaux stéréotypés, comme ceux qu’il avait découvert dans la rétine, le
cervelet, I’hippocampe ou encore la moelle épini¢re. Malgré la rigueur et I’exhaustivité de ses
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travaux d’anatomie, Cajal n’a cependant jamais pu valider cette hypothése. L’intuition de
Cajal a été démontrée quelques décennies aprés sa mort, non pas par des anatomistes mais de
maniére surprenante par des physiologistes. Ce sont eux qui ont apporté un ensemble de
connaissances considérable sur I’organisation du cortex en procédant a des expériences de
neurophysiologie in vivo. Cette avancée majeure sur la compréhension globale de
I’organisation ~ anatomo-fonctionnelle du cortex est imputée a trois grands
neurophysiologistes : V.Mountcastle (1918-2015), et les prix Nobel D.Hubel (1926-2013) &
T.Wiesel (1924-). C’est en ¢étudiant les champs récepteurs et les réponses sensorielles des
neurones corticaux dans les systemes somesthésique (V.Mountcastle, chat et macaque) et
visuel (D.Hubel & T.Wiesel, chat) qu’ils ont pu proposer 1’existence d’un modéle canonique

de la connectivité corticale.

Ce modéle stipule que les informations sensorielles sont traitées de maniere sérielle au
niveau des aires corticales primaires. D’abord relayées depuis le thalamus vers la couche 4,
ces informations sont intégrées et transmises vers les couches superficielles 2/3 puis vers les
couches 5 et 6 qui constituent les principales voies de sortie du cortex. Toutefois,
I’implication de cette connectivité intracorticale interlaminaire dans I’intégration des
informations sensorielles n’a pas été totalement démontrée. Au contraire, plusieurs études
remettent en cause ce modéle. En particulier, une étude récente montre que les neurones de la
couche 5 recoivent des afférences thalamiques directes et suggere une déconnexion
fonctionnelle entre les couches 2/3 et la couche 5 durant le traitement sensoriel
(Constantinople and Bruno, 2013). Ainsi, c’est dans ce contexte que je me SUiS intéressé au
cours de ma thése a I’impact fonctionnel de cette connexion L2/3-L5 sur les processus

d’intégration sensorielle.

Je me propose dans un premier temps de faire un rappel historique des travaux
pionniers d’Hubel & Wiesel, en décrivant comment a partir de I’étude des champs récepteurs
et des projections axonales des neurones du cortex visuels du chat ils ont pu établir le modéle
canonique de la connectivité corticale. Ensuite, j’aborderai la description d’un autre mod¢le
extrémement populaire lorsqu’il s’agit d’étudier la neurophysiologie de la perception : le
systéeme somatosensoriel traitant les informations en provenance de l’activité des vibrisses
chez la souris. En effet, c’est le systtme modéle que j’ai utilisé au cours de ma thése pour
étudier le réle de la connexion corticale interlaminaire L2/3-L5 dans le traitement sensoriel
opéré par le cortex. J’ai utilis¢é ce modele car il offre, entre autre, I’opportunité unique de

procéder a des manipulations génétiques et ainsi d’exprimer des génes d’intéréts de manicre
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spécifique dans des sous-populations de neurones. J’ai tiré profit de cet avantage pour utiliser
une technique récemment développée de manipulation de I’activité neuronale, qui repose sur
I’expression de protéines activables par la lumiére : I’optogénétique. Je terminerai donc cette
introduction par la description de I’outil optogénétique et de son utilisation dans le cadre des

études de la connectivité corticales en lien avec le traitement sensoriel.

1. Le concept de champ récepteur

C’est en 1938 que le terme de champ récepteur a été défini comme étant la portion de
I’espace qui lorsqu’elle est stimulée évoque une réponse sensorielle dans le nerf optique du
crapaud (pour revue voir Spillmann, 2014). L’organisation ainsi que les processus sous-
jacents aux champs récepteurs de la rétine ont été par la suite décrits chez le chat. En
stimulant différents champs récepteurs de la rétine avec des cercles de lumiére de petite taille,
il a été montré que les champs récepteurs des cellules ganglionnaires étaient organises de
maniére concentrique. Certains de ces champs récepteurs étaient caractérisés par un centre
«on» (activable par la lumiére) et une peériphérie «off » (inhibée par la lumiére), et
inversement (Kuffler, 1953). Dans le systeme visuel, ces informations sensorielles sont
transmises au cortex visuel primaire par le Corps Géniculé Latéral (CGL) du thalamus dont
les champs récepteurs concentriques sont similaires a ceux de la rétine (Hubel and Wiesel,
1961). Au niveau du cortex visuel primaire, il est apparu contre toute attente que
I’organisation des champs récepteurs était différente de celle retrouvée au niveau de la rétine
(Hubel and Wiesel, 1959). La description de la conformation des champs récepteurs a été
effectuée selon le méme protocole que celui utilisé dans la rétine, et révéle que le stimulus
produisant une réponse optimale avait une forme de barre allongée (Figure 4A). Par exemple,
certains neurones ont une région centrale allongée excitatrice, restreinte par deux régions
inhibitrices symétriques. La réponse du neurone est maximale si la barre lumineuse est
orientée de telle maniere a ce que la région excitatrice soit pleinement stimulée. Ainsi, la
forme particuliere du champ récepteur confere aux neurones corticaux la propriété d’étre
sélectif a I’orientation d’un stimulus lumineux en forme de barre (Figure 4A). Le mécanisme
sous-jacent a la sélectivité a I’orientation a été proposé comme étant la résultante de
I’alignement des champs récepteurs concentriques des neurones du CGL, qui convergent vers

un méme neurone du cortex visuel primaire (Hubel and Wiesel, 1962).

La capacité d’un neurone cortical a répondre a une stimulation lumineuse en forme de
barre peut également dépendre de la direction dans laquelle cette barre est mise en
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mouvement. Dans 1’exemple de la Figure 4B, le neurone posséde une région centrale
inhibitrice restreinte par deux régions excitatrices asymetriques (celle de gauche étant plus
étendue que celle de droite). Ainsi, la stimulation qui active d’abord la région excitatrice de
gauche évoque moins de PA que celle qui débute par la région excitatrice de droite (Figure
4B : protocole d). Ce phénomeéne est potentiellement di a un effet synergique entre la région
inhibitrice centrale et la région excitatrice la plus forte : on peut imaginer qu’un rebond
d’activité entrainé par 1’arrét de la stimulation de la région inhibitrice coincide avec la
stimulation de la région excitatrice la plus forte, entrainant une sommation d’activité plus

efficace.

Ces cellules corticales que 1’on nomme « simple cells » ont également été retrouvées
dans d’autres mode¢les d’études comme le primate (Hubel and Wiesel, 1968) ou la souris
(Drager, 1975; Niell and Stryker, 2008).

Ll

IR !

Figure 4 : Sélectivité a 'orientation et a la direction des neurones « simple cells » du cortex visuel du chat [adapté de
Hubel & Wiesel, 1959].

A) neurone cortical sélectif a des barres orientées. Le panel de gauche indique I'orientation des barres. Le panel de droite
indique la réponse du neurone enregistré.

B) Sélectivité a la direction d'un neurone dont les régions excitatrices (indiquées par des croix sur le panel de droite) du
champ récepteur sont asymétriques. La direction des barres est indiquée sur le panel de gauche, et les réponses
correspondantes sur le panel du milieu. En a), la position de la barre est située au niveau de la région inhibitrice du champ
récepteur, |'arrét de la stimulation évoque une réponse en rebond ; en b) la position de la barre est située au niveau de la
zone excitatrice ; en c) stimulation concentrique n’évoquant aucune réponse. Enfin en d) la barre orientée de maniére
préférentielle au champ récepteur du neurone évoque l'activité la plus ample lorsqu’elle est déplacée de maniére
orthogonale de la région excitatrice la plus faible vers la région excitatrice la plus forte (de droite a gauche).

Toutefois, il existe une diversité des réponses sensorielles et des propriétés des champs
récepteurs des neurones du cortex visuel. A titre d’exemple, les cellules corticales qualifiées

de « complex cells » présentent la particularité de répondre a des objets de différentes formes,
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stationnaires ou en mouvement, d’une maniére qui ne puisse étre predite par la cartographie

de leur champ récepteur (Hubel and Wiesel, 1962).

2. Organisation en colonnes des aires sensorielles primaires

L’étude des réponses sensorielles des neurones du cortex visuel de type « simple
cells » a révélé une disparité dans les propriétés des champs récepteurs. Par exemple, certains
neurones sont activés par des barres orientées verticalement, alors que d’autres le sont par des
barres orientées horizontalement. Hubel et Wiesel se sont posé la question de savoir si cette
diversité était associée a une organisation spatiale spécifique des neurones a travers le cortex,
ou bien si ceux-ci sont distribués aléatoirement. Pour répondre a cette question, ils ont
cartographié les propriétés des champs récepteurs des neurones en fonction de la position

spatiale de 1’¢électrode d’enregistrement (Figure 5).
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Figure 5 : La structure spatiale des réponses des neurones du cortex visuel révéle une organisation tangentielle du cortex
visuel primaire en colonnes de sélectivité a I'orientation (tiré de Hubel & Wiesel, 1962).

Reconstructions de deux descentes paralléles d’électrodes indépendantes (1 et 2). Chaque ligne perpendiculaire a celle
représentant le chemin de I’électrode correspond a I'orientation du champ récepteur des neurones enregistrés. Chaque
cercle plein correspond a une lIésion électrolytique a partir du premier changement d’orientation du champ récepteur. Tant
que l'électrode reste orthogonale a la surface du cortex, les neurones enregistrés possedent des champs récepteurs
orientés de maniere similaire.

Ils se sont apercus que temps que la pénétration de 1’électrode était perpendiculaire a
la surface du cortex, les neurones enregistrés au fur et a mesure de la descente partageaient
des propriétés communes de leur champ récepteur dont la principale était son orientation. En
revanche, dés I’instant ou la pénétration de 1’¢lectrode était tangentielle a la surface du cortex,

les neurones enregistrés au fur et a mesure de la descente présentaient des sélectivités a
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I’orientation différentes de leurs champs récepteurs (Hubel and Wiesel, 1962; Hubel and
Wiesel, 1963). Toutefois, cette segmentation tangentielle du cortex n’est pas corrélée a une

organisation cellulaire anatomiquement distincte.

Initialement décrite par V.Mountcastle dans le cortex somesthésique du chat et du
primate, il a ainsi été propose que tous les neurones qui partageaient des propriétés communes
de leur champ récepteur étaient alignés de maniére verticale a la surface du cortex selon une

disposition en colonne (Mountcastle et al., 1957; Mountcastle, 1997).

3. Organisation laminaire des aires sensorielles primaires

Ce résultat suggere que 1’organisation laminaire du cortex pourrait également jouer un
réle important dans les processus d’intégration sensorielle. Gilbert et Wiesel ont abordé cette
question en réalisant des enregistrements intracellulaires de neurones corticaux (et du CGL)
chez le chat, dans le but de déterminer les propriétés de leurs réponses sensorielles en relation
avec leur position laminaire. Cette technique leur a permis de procéder a des reconstructions
anatomiques des projections axonales, de I’arborisation dendritique et du corps cellulaire du
neurone enregistré en injectant un marqueur cellulaire par 1’¢électrode d’enregistrement
intracellulaire (« Horseradish Peroxydase », ou peroxydase de raifort) (Gilbert and Wiesel,
1979).

Les auteurs sont partis du postulat que les axones se connectent aux neurones dont les
corps cellulaires sont situés dans la couche dans laquelle ils projettent. Ainsi en visualisant le
trajet d’un axone et plus particuliérement 1a ou il se termine, il devient possible de supposer
I’existence de connexions synaptiques entre le neurone présynaptique et le ou les neurone(s)
en aval appartenant a une couche corticale particuliére (position relative de leur corps
cellulaire). En effet, les dendrites baso-latérales représentent environ 80-90% de la longueur
totale des dendrites (apicales + baso-latérales) et ont statistiguement beaucoup plus de
connexions synaptiques que les dendrites apicales. Donc le postulat tres simple de Gilbert &
Wiesel permet de faire une estimation approximative des regles de connectivités corticales

inter- et intralaminaires sur la base de reconstructions anatomiques.

Ils ont ainsi mis en évidence que la couche granulaire (couche 4), décrite ainsi pour sa
forte densite de corps cellulaires, est la principale source d’entrée des informations en
provenance des structures sous-corticales et plus particulierement le thalamus (Figure 6A).

Les neurones de la couche 4 en forme de cellules étoilées possedent des champs récepteurs du
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type «simple cells ». Ces neurones présentent des axones dont un certain nombre de
collatérales innervent la couche 4, et d’autres projettent massivement vers les couches

supragranulaires (couches 2 et 3) (Figure 6B).
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Figure 6 : Reconstructions anatomiques de différents neurones corticaux de la couche 4 et de leurs afférences, adapté de
[Gilbert & Wiesel 1979].

A) Deux afférences thalamiques (CGL) projetant dans la couche 4ab et 4c.

B) Cellule étoilée épineuse (spiny stellate) dont le soma se situe dans la couche 4ab, et projette ses axones majoritairement
vers les couches superficielles.

Les neurones des couches 2/3 sont majoritairement des cellules pyramidales dont la
quasi-totalité d’entre elles sont des neurones de type « complex cells ». Les axones de ces
neurones projettent préférentiellement dans les couches infragranulaires (couche 5 mais
également couche 6) (Figure 7). Ils présentent également d’importantes ramifications internes
aux couches 2/3 et certains axones quittent le cortex visuel pour se terminer dans d’autres

aires corticales ipsi- ou controlatérales (projections callosales).
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Figure 7 : Reconstruction anatomique d’un neurone pyramidal des couches 2/3 de type « complex cells », adapté de
[Gilbert & Wiesel 1979].
Les axones des neurones pyramidaux des couches 2/3 projettent dans la couche 5 (et 6), et dans les couches 2/3.

La couche 5 est la principale voie de sortie du cortex ; les neurones qui s’y trouvent
projettent vers des structures sous-corticales, mais aussi vers les couches 2/3 et 6 du cortex
visuel primaire et d’autres aires corticales (Figure 8A). Les neurones pyramidaux de la
couche 5 (dont le soma est de plus grande dimension que ceux trouvés dans les couches 2/3)
sont principalement des « complex cells ». La couche 6 est particuliére dans le sens ou elle
recoit des projections thalamiques en provenance du CGL. Les neurones de la couche 6
peuvent étre des «simple cells» ou des «complex cells», et leurs axones projettent
principalement vers la couche 4 et également vers le thalamus (Figure 8B).

22



\\ SR
SRR
243" 4 '5' 6

Figure 8 : Reconstructions anatomiques de deux neurones corticaux de la couche 5 et de la couche 6, adapté de [Gilbert
& Wiesel 1979].

A) Neurone pyramidal de type « complex cell » dont le soma est situé dans la couche 5. Les axones de cette cellule
projettent vers d’autres couches corticales du cortex visuel (2/3 et 6), mais également vers d’autres aires corticales et sous-
corticales.

B) Neurone dont le soma est situé dans la couche 6 et qui projette vers la couche 4 et le thalamus (non figuré).

La distribution des différents types de neurones (simple versus complex cells) ainsi
que leurs patrons de projections axonales ont conduit les auteurs a établir un modele de
I’intégration sensorielle corticale sériel. Les neurones de la couche 4 sont majoritairement des
« simple cells », cellules dont le champ récepteur serait hérité de 1’alignement des champs
récepteurs des neurones thalamiques qui les contactent. Les neurones pyramidaux des couches
2/3 sont quant a eux des cellules de type « complex cells » et sont principalement contactés
par les axones des neurones de la couche 4. Les auteurs proposent que leurs champs
récepteurs soient dérivés de la convergence de plusieurs «simple cells». De la méme
maniere, les projections étendues des neurones de la couche 2/3 vers ceux de la couche 5
expliqueraient la prédominance des neurones de type « complex cells » dans cette couche
profonde du cortex. Enfin la couche 6 est constituée de neurones a la fois de type « simple et
complex cells ».

Ces résultats tentent d’expliquer I’origine et la distribution des différents types de
champs récepteurs au sein des différentes couches, par la description anatomique de la
connectivité des afférences thalamo-corticales et cortico-corticales. Ceci a conduit a établir le

modele canonique de la connectivité corticale (Figure 9).
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Figure 9 : Modéle canonique de la connectivité corticale.
Les informations sensorielles arrivent dans la couche 4 en provenance du thalamus, sont relayées d’abord aux couches

superficielles 2/3 et ensuite a la couche 5 (principale voie de sortie du cortex) et 6. De nombreuses connexions
intracorticales ne figurent pas sur ce schéma

Malgré tout, un nombre conséquent d’éléments manquent et un certain nombre de
questions restent ouvertes. Certaines connexions alternatives ont été proposees. Par exemple,
il a été montré en supprimant par des agents pharmacologiques 1’activité neuronale de la
couche 4 ou encore du thalamus, que les propriétés des champs récepteurs des couches
superficielles (couche 2/3) et profondes (couche 5) n’étaient pas affectées (Malpeli, 1983;
Mignard, M ; Malpeli, 1991). Par ailleurs, I’existence d’une projection d’axones d’une sous
population de neurones vers une autre n’implique pas nécessairement une connexion
synaptique fonctionnelle entre ces deux groupes de neurones. En effet, avec le développement
des techniques de microscopie électronique, il a été possible d’observer par exemple que les
neurones pyramidaux de différentes sélectivités a I’orientation ne forment pas de connexions
synaptiques malgré une courte distance (< Sum) entre I’é1ément dendritique et I’axone (Lee et

al., 2016).

Ainsi, le modéle canonique de la connectivité corticale n’est basé uniquement que sur

des ¢études anatomiques des projections neuronales d’une couche vers une autre, ce qui est
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discutable. Pour appuyer ce modele, des enregistrements intracellulaires de paires de neurones
situés dans la couche 4, les couches 2/3 et la couche 5 ont été réalisés sur des préparations de
tranches du cortex visuel de chat.

Ces expériences ont permis de prouver I’existence de synapses excitatrices
fonctionnelles entre les neurones de la couche 4 et ceux des couches 2/3, ainsi qu’entre les
neurones des couches 2/3 et ceux de la couche 5 (voir tableaul en ce qui concerne les
probabilités de connexion et les poids synaptiques). Toutefois, bien que les synapses soient
fonctionnelles, il reste a déterminer le réle et I’implication de ces différentes connexions

interlaminaires dans le cadre des processus d’intégration sensorielle.

Projection Fréquence Nombre de paires | Amplitude Latence Références
de détection | connectées testées (mV) (ms)
L4E > L2/3P 0.1 5 1.1+/-05 0.9 +/-0.24 (Bannister and

Thomson, 2007)

L2/3P-> L5P 0.5 2 3.2 2.8 (Thomson et al.,
2002)

Tableau 1 : Propriétés des connexions synaptiques du circuit canonique.

Ces travaux ont été réalisés dans le cortex visuel primaire du chat (voir références). L’amplitude correspond a la
dépolarisation maximale évoquée dans I'élément post-synaptique par la stimulation intracellulaire de I’élément pré-
synaptique. La latence indique le délai entre le potentiel d’action de I'élément pré-synaptique et la genese du PPSE au
niveau de I'élément post-synaptique : le résultat indiqué est cohérent avec une connexion monosynaptique.

Le systeme visuel du chat est un modele historique qui a été utilisé pour aborder le
role de la connectivité corticale dans la perception sensorielle. Cependant, avec 1’avénement
des techniques de manipulation génétique, un autre systéme modele a émergé dans 1’étude de
la neurophysiologie de la perception: le systétme somesthésique des rongeurs et plus
particulierement celui de la souris. En combinant des enregistrements électrophysiologiques et
des manipulations optogénétiques, j’ai utilis€ ce modele pour tenter d’aborder cette
problématique. La description de ce modéle d’étude ainsi que les techniques optogénétiques

utilisées font 1I’objet des chapitres qui suivent.
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B. La connectivité corticale du rongeur

1. Le systéme des vibrisses chez le rongeur

Alors que les primates utilisent leurs doigts pour explorer leur environnement proche,
les rongeurs utilisent leurs vibrisses, une sorte de moustaches situées de part et d’autre du
museau. Avec l’olfaction, le systéeme somesthésique est la plus importante modalité
sensorielle chez ces animaux nocturnes dont le systéeme visuel est bien moins développé que
chez les carnivores. Les rongeurs utilisent leurs vibrisses pour détecter la position d’un objet,
et peuvent récolter diverses informations sur les attributs physiques de cet objet (taille, forme,
texture) (Carvell and Simons, 1990). Ainsi le raccourcissement des vibrisses au plus pres du
museau impacte séverement leurs capacités de discrimination tactile (Carvell and Simons,
1996). Les vibrisses sont au nombre de 34 de chaque c6té du museau, organisées en matrice
de 5 rangées (A-E) contenant chacune 5 a 9 vibrisses (arcs 1 a 9) dont la taille et le diametre
varient. L’aire corticale associée au systéme des vibrisses est de tres grande taille, facile
d’acces et constitue la seule région sensorielle du néocortex pour laquelle 1’organisation
topographique de la connectivité entre les éléments des réseaux neuronaux est associée a un
corrélat anatomique clairement identifiable : les « barrels » ou « tonneaux », correspondant a
des colonnes corticales (Woolsey and Van der Loos, 1970; Van der Loos and Woolsey, 1973).
Les tonneaux peuvent étre révélés grace au marquage a la cytochrome oxydase et ils
correspondent a des agrégats de corps cellulaires dans la couche 4 du cortex somesthésique
primaire (Figure 10A) (Land and Simons, 1985).

Chaque vibrisse excite un nerf sensoriel qui projette de maniere topographique au
niveau du tronc cérébral dans deux noyaux trigéminaux : le Pr5 et le Sp5. Chaque neurone du
Pr5 ne regoit qu’une fibre sensorielle et le marquage de ce noyau par la cytochrome oxydase
permet de réveler une structure dite en « barrelettes » dont 1’organisation est 1’image de la
distribution spatiale des vibrisses. Les neurones de ces deux structures projettent au niveau
thalamique sur les neurones du complexe ventro-basal qui inclut le noyau ventro-postérieur
médial (VPM) et le noyau postérieur (PO). Le premier recoit majoritairement ses afférences
du Pr5 alors que le second les recoit du Sp5. Les neurones du VPM participent a la voie
lemniscale et projettent au niveau des colonnes a tonneaux. Le PO, un élément de la voie dite
paralemniscale, projette majoritairement au niveau des régions septales situées entre les

colonnes a tonneaux, ainsi que dans les couches corticales 1 et 5a du cortex a tonneaux
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(Figure 10B).
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Figure 10 : Schéma du systéme somatosensoriel du rongeur, adapté de [Deschénes et al. 2005].

A) Section tangentielle a travers la couche 4 du cortex somesthésique primaire (S1) de rat avec un marquage de la
cytochrome oxydase, révélant les agrégats cellulaires formant les barrels. Chaque barrel correspond a une colonne corticale
et est délimité par des zones dites septales. Tiré de [Land & Simons, 1985].

B) Schéma représentatif des deux principales voies ascendantes des vibrisses du rongeur. La voie lemniscale débute a partir
du noyau principal du noyau trigéminal (PrV), projette vers le noyau ventral postéro-médian du thalamus (VPM) et termine
au niveau du cortex a tonneaux. La voie paralemniscale implique le noyau supplémentaire (SpV) et le noyau postérieur du
thalamus, et termine préférentiellement dans les zones septales du cortex.

2. Diversité des neurones du cortex a tonneaux

L’identification et la classification des différents types de neurones corticaux ont
longtemps été considérées comme un prérequis pour comprendre les fonctions cérébrales.
L’obstacle majeur pour élucider cette classification a été la difficulté rencontrée pour définir
objectivement des classes neuronales. Les types cellulaires ont été traditionnellement décrits
sur la base d’une large variété de caractéristiques incluant notamment la localisation laminaire
du corps cellulaire, la morphologie somato-dendritique et axonale, les propriétés
électrophysiologiques intrinséques, la physiologie synaptique ou encore la présence ou
I’absence de certains génes marqueurs. La classification basée sur cette vaste gamme de

criteres reste difficile et n’a pas permis d’aboutir a un consensus, c¢’est-a-dire que les
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différentes catégories peuvent se recouvrir et ne sont donc pas robustes. Ainsi cette partie n’a
pas la prétention de détailler de maniére exhaustive I’ensemble de la (des) classification(s)
neuronale(s), mais de souligner les principales caractéristiques des neurones corticaux

retrouvées au niveau du cortex somesthésique du rongeur.

La grande majorité des cellules glutamatergiques sont des neurones excitateurs
pouvant étre divisés en trois grandes classes en fonction de leur morphologie : les cellules
épineuses étoilées, les cellules pyramides étoilées et les cellules pyramidales & proprement

parle.

Les neurones épineux étoilés sont nommés ainsi a cause de la forme étoilée de leur
arborisation dendritique. Leur corps cellulaire est principalement situé au niveau de la couche
4. La majeure partie de ces neurones délimite les tonneaux (un agrégat cellulaire au niveau de
la couche 4 restreint a une colonne) et leur arborisation dendritique est préférentiellement
orientée vers le centre du tonneau plutdt que vers les zones septales (cellules asymétriques).
Les autres cellules épineuses étoilées situées au centre des tonneaux ou bien dans un septum
(entre les colonnes a tonneaux) ont une arborisation dendritique répartie de maniére plus
uniforme (cellules symétriques) (Harris and Woolsey, 1979). Leurs axones sont
principalement orientés de maniere parallele aux colonnes corticales, et projettent
majoritairement au niveau des couches 1, 2/3 et 4 mais également dans la couche 6 (Figure
11B).

Les neurones pyramidaux et les neurones pyramidaux étoilés possedent une
morphologie caractéristique de leur corps cellulaire, en forme de pyramide plus ou moins
large selon la couche corticale. Les petites cellules pyramidales sont retrouvées
essentiellement dans les couches superficielles 2 et 3, tandis que les grandes pyramides
peuvent étre retrouvées dans les couches infragranulaires 5 et 6 (Figure 11A). Il existe une
grande varieté morphologique des cellules pyramidales a travers les différentes couches du
cortex. La caractéristique partagée par toutes ces cellules est la présence d’une dendrite
apicale perpendiculaire a la surface du cortex (exception faite des neurones pyramidaux de la
couche 2 les plus superficiels). Les axones des neurones des couches superficielles projettent,
comme décrits précédemment, vers la couche 1 et les couches profondes et trés largement a
I’intérieur méme des couches 2/3. Ces neurones envoient également leurs axones, parle corps
calleux, vers d’autres aires corticales contra- ou ipsilatérales. Les pyramides de la couche 5
projettent majoritairement vers des structures sous-corticales, mais possédent également des

collatérales qui innervent les couches 2/3 au sein d’une méme colonne corticale et a travers
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plusieurs colonnes adjacentes. Ces neurones sont beaucoup plus grands que ceux des couches
superficielles, et peuvent étre séparés en deux sous-catégories sur la base de leur morphologie.
Les pyramides dont la dendrite apicale est fine et en forme de touffe au niveau de la couche 1,
ne ramifiant pas ou trés peu dans les autres couches. Les autres neurones pyramidaux
possedent une dendrite apicale plus épaisse et formant de nombreuses ramifications avant

d’atteindre la couche 1.

La couche 4 posséde également des neurones qualifiés de « pyramides étoilées » qui se
distinguent des neurones épineux ¢étoilés par la présence d’une dendrite apicale ascendante.
Ces cellules se distinguent également des neurones pyramidaux des autres couches car cette
dendrite apicale n’atteint pas la couche 1 et les corps cellulaires n’ont pas a proprement parler
une forme de pyramide. Ces neurones représentent 20-25% des cellules de la couche 4 du
cortex somesthésique du rongeur (Staiger et al., 2004).

SPINY NEURONS

Figure 11 : Principales morphologies des neurones corticaux associées aux types de neurotransmetteurs libérés, adapté
de [Peter & Jones, 1894].
A gauche : neurones épineux de type glutamatergiques.

A droite : neurones non-épineux de type GABAergiques ; C, cellules a axones locaux en arcades ; D, cellule de type double
bouquets ; E et |, cellules en paniers; F, cellules de type chandelier; G, neurones a touffes; H, neurones de type
neurogliaforme.

Les neurones non épineux (Figure 11C-1) sont des interneurones majoritairement
inhibiteurs GABAergiques. Ces cellules présentent une vaste diversité morphologique,
moléculaire et électrophysiologique. Les principaux interneurones sont les cellules en panier

et en chandelier exprimant la Parvalbumine (PV) qui représentent 30-50% des interneurones,
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et les cellules de type Martinotti exprimant la somatostatine (SOM) et qui représentent 40%
des interneurones. Le reste des interneurones sont représentés par des cellules exprimant le

peptide vaso-intestinal (\VIP) ainsi que par les cellules neurogliaformes.

Les interneurones en panier (PV) projettent leurs axones principalement sur le soma et
la partie proximale des dendrites de leurs cellules cibles. Ces interneurones ont tendance a se

ramifier localement, au sein d’une colonne corticale plutot qu’a travers plusieurs colonnes.

Les interneurones en chandeliers sont des cellules particulieres au sens ou elles seules
projettent leurs axones vers le segment initial de 1’axone du neurone cible. Cette propriété leur
confere la particularit¢ d’empécher la geneése d’un potentiel d’action en hyperpolarisant
I’axone, sans modifier les propriétés intégratives du neurone cible. Cette connectivité permet
ainsi de réduire les effets des boucles de rétrocontréle positif induites par les connexions
réciproques excitatrices extrémement nombreuses dans le cortex. Ces cellules peuvent
contacter 60 a 80 neurones cibles et sont retrouvées a travers toutes les couches corticales.
Ces cellules expriment également la parvalbumine (pour revue : Harris and Mrsic-Flogel,
2013).

Les interneurones a somatostatine (majoritairement des cellules de Martinotti) ciblent
préférentiellement les dendrites distales des neurones pyramidaux ainsi que celles des
interneurones inhibiteurs (notamment a parvalbumine). Les cellules a somatostatine sont
essentiellement contactées par des neurones excitateurs locaux et inhibées majoritairement par

des interneurones exprimant le VIP (Figure 12) (Pfeffer et al., 2013).

Figure 12 : Schéma des connexions corticales inhibitrices des trois principales classes d’interneurones. Tiré de [Pfeffer et
al., 2013].
VIP : interneurones a peptide vaso-intestinal ; Sst : interneurones a somatostatine ; Pvalb : interneurones a parvalbumine ;
Pyr : neurones pyramidaux. Seules les principales connexions inhibitrices sont schématisées.

Au début des années 80, avec I’avénement des enregistrements électrophysiologiques
intracellulaires in vitro (Connors and Gutnick, 1990) sur des préparations de tranches de

cerveau, et in vivo sur des animaux anesthésiés (Nufiez et al., 1993), les neurones corticaux
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ont été séparés en quatre classes qui different radicalement par leurs patrons de décharges en

réponse a des injections de courant dépolarisant.

Les neurones de type Regular spiking (Figure 13 ; RS), essentiellement excitateurs
(glutamatergiques), répondent a une dépolarisation soutenue par des trains continus de
potentiels d'action (40 a 80Hz) avec une adaptation fréequentielle plus ou moins rapide. Les
neurones de type Fast Spiking (Figure 13; FS), majoritairement inhibiteurs
(GABAergiques), répondent a des injections de courants dépolarisants par des décharges
toniques de potentiels d'action courts (<1 ms) et a haute fréquence (jusqu'a 400 Hz) qui ne
présentent pas d’adaptation. Ces deux grandes classes correspondant respectivement a des
neurones excitateurs et inhibiteurs sont retrouvées dans toutes les couches corticales (11 a V1).
Les neurones de type Intrinsic bursting (IB ; Figure 13 ; IB), qui sont pour la plupart des
neurones excitateurs, générent des décharges en bouffées de potentiels d'action (ou "burst™).
Ces bouffées sont généralement composées de 2 a 5 potentiels d'action qui s'inactivent
progressivement, et sont sous-tendues par de larges dépolarisations membranaires. Les
premieres données obtenues in vitro (Connors et al., 1982; McCormick et al., 1985; Agmon
and Connors, 1989) suggéraient que les neurones de type IB sont spécifiquement présents
dans les couches profondes du néocortex, mais des travaux ultérieurs réalisés in vivo dans le
cortex du chat ont montré la présence de ces neurones dans toutes les couches corticales
(Nowak et al., 2003). Au vu de leur comportement oscillatoire, il avait été initialement
proposé que les neurones de type IB pourraient jouer un réle prépondérant dans la
rythmogeénése corticale et en particulier dans la genese des oscillations a ondes lentes
observées durant le sommeil a ondes lentes et dans certaines phases de 1’éveil (<10 Hz) (pour

revue : Steriade, 2004).

Plus récemment, une quatrieme classe de neurones de type Chattering cells qui
répondent a I’injection d’un courant dépolarisant par des bouffées de potentiels d’action a
haute fréquence (jusqu'a 800 Hz) génerés de maniére rythmique (40-80 Hz) a été mise en
évidence. Les bouffées peuvent se terminer par une dépolarisation sous liminaire
caractéristique, appelée after depolarization (ADP). Initialement découverts dans les couches
superficielles du cortex visuel primaire du chat par Gray et McCormick (Gray and
McCormick, 1996), plusieurs études suggeérent que ces neurones jouent un réle dans la
genese d'oscillations corticales synchrones dans des gammes de fréquences béta/gamma (20-
80 Hz) évoquées par les stimulations visuelles. Par la suite, le groupe de Steriade (Steriade et

al., 1998) a mis en évidence des neurones au comportement similaire qu’il appela Fast
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rhythmic bursting (Figure 13; FRB) dans les couches profondes du cortex moteur et
associatif du chat. Certains d’entre eux ont été histologiquement identifiés comme étant des
neurones cortico-thalamiques, suggérant leur importance dans la synchronisation des

oscillations a haute fréquence dans les boucles cortico-thalamo-corticales.

Figure 13 : Les 4 grandes classes électrophysiologiques des neurones corticaux, adapté de [Steriade, 2004].

(RS) : Regular Spiking répondant a I'injection d’un créneau de courant dépolarisant par un train de potentiels d’actions
continus avec adaptation fréquentielle.

(FRB) : Fast-Rythmic-Bursting répondant par des bouffées rythmiques de potentiels d’actions a trés haute fréquence.

(FS) : Fast Spiking répondant par un train continu de potentiels d’action a haute fréquence sans adaptation.

(IB) : Intrinsic Bursting répondant par des bouffées de potentiels d’action caractérisées par une accommodation de
I"amplitude des potentiels d’action.

Existe-t-il une corrélation entre les différents parameétres qui caractérisent un
neurone (morphologie, profil de décharge, distribution laminaire) ? Quel que soit ’angle sous
lequel cette question est abordée, il est extrémement difficile d’établir une corrélation franche.
Les interneurones GABAergiques présentent une grande variété de morphologies (double
bouquets, cellules en paniers, chandeliers, etc.) et différents profils d’expression moléculaires
(PV, SOM, VIP, neuropeptide Y etc.) qui ne se recoupent pas. Par exemple, les interneurones
a PV peuvent étre des cellules en chandelier ou en panier. Par ailleurs, bien que la majorité
des interneurones soit de type FS exprimant la PV, les autres interneurones possédent des
propriétés intrinséques trés variées (pour revue : Ascoli et al., 2008) rendant leur classification
d’autant plus complexe. Ces neurones sont retrouvés a travers toutes les couches du cortex (a
I’exception des neurones VIP retrouvés principalement dans les couches II/1II). Concernant
les neurones glutamatergiques, les neurones de type RS peuvent étre des cellules épineuses
étoilées ou des cellules pyramidales. Toutes les cellules pyramidales ne sont pas
nécessairement de type RS, et peuvent présenter ainsi des propriétés intrinséques
caractéristiques des 1B, FRP ou encore des FS. Il n’est donc pas possible de déterminer la
morphologie d’un neurone en se basant uniquement sur ses propriétés intrinseques, et
inversement. La distribution laminaire des différents types de neurones n’est pas spécifique. A
I’exception des cellules épineuses étoilées glutamatergiques présentes dans la couche 4, la

plupart des neurones sont retrouvés a travers les différentes couches du cortex.
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Ainsi, la classification des neurones corticaux sur la base de leur morphologie, leurs
propriétés intrinséques et leur profil d’expression génique est tres difficile a réaliser. En effet,
ces catégories ne sont pas robustes dés lors que tous les parameétres sont pris en compte. 1l est
tout de méme nécessaire d’utiliser ces différentes caractéristiques pour décrire comment les

neurones corticaux sont connectés.

3. Connectivité fonctionnelle excitatrice du cortex a tonneaux

L’avantage du cortex a tonneaux est de pouvoir visualiser anatomiquement une
colonne corticale, associée a une vibrisse principale. Il est ainsi possible, in vitro, de réaliser
des enregistrements intracellulaires de type Patch-clamp en configuration « cellule entiere »
de plusieurs paires de neurones au sein d’une méme colonne de maniére systématique.
L’imagerie intrinséque permet d’identifier, in vivo, la colonne corticale correspondant a la
vibrisse stimulée : la stimulation induit une réponse hémodynamique dans la zone du cortex a
tonneaux recevant les informations sensorielles tactiles en provenance de la vibrisse stimulée.
Cette approche offre la possibilité de colorer spécifiquement une colonne corticale cible avec
un marqueur membranaire fluorescent (DYE) puis, aprés extraction du cerveau, de réaliser
des expériences in vitro dans la méme colonne de maniere reproductible (Lefort et al., 2009).
D’autres techniques permettent d’étudier la connectivité fonctionnelle corticale, comme le
Laser Scanning Photostimulation qui repose sur la photolyse de glutamate encagé pendant des
enregistrements intracellulaires in vitro (Katz and Dalva, 1994). Ceci permet de construire
une carte détaillée de la disposition spatiale ainsi que de la force des entrées synaptiques qui
convergent sur le neurone enregistré. L’avantage de cette technique, outre la bonne résolution
spatiale, est de pouvoir stimuler différentes zones contenant potentiellement des afférences
pré-synaptiques. Les neurones épineux étoilés représentent environ 80% des neurones
excitateurs de la couche 4 du barrel cortex (Lefort et al., 2009), les 20% restant étant des
neurones pyramidaux (petites pyramides et pyramides etoilées). Ces neurones sont densément
innervés par des projections en provenance du VPM et recoivent des signaux excitateurs de
faibles latences. Bien que cette synapse thalamo-corticale soit peu efficace (1I’amplitude des
potentiels post-synaptiques excitateurs PPSE est d’environ 1 mV), I’abondance et la
synchronie des entrées synaptiques convergentes (environ 85 axones thalamiques par neurone
épineux étoilé) sont suffisantes pour activer les neurones de la couche 4 (Bruno and Sakmann,
2006).
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La connexion récurrente entre neurones excitateurs de la couche 4 est I’'une des plus
fortes et abondantes connexions synaptiques cortico-corticales (Feldmeyer et al., 1999; Lefort
et al., 2009). Cette connexion L4-L4 représente la quasi-majorité des entrées excitatrices

intracorticales que recoivent les neurones epineux étoilés.

Dans la plupart des études, les couches 2 et 3 du cortex ont été regroupées et
considérées comme une pseudo-couche uniforme, notamment a cause de la difficulté de les
distinguer anatomiquement. Les neurones excitateurs des couches 2/3 sont majoritairement
des cellules pyramidales (plus petites que celles des couches infragranulaires) et recoivent une
projection excitatrice directe et unidirectionnelle en provenance des neurones épineux étoilés
de la couche 4 (Bureau et al., 2004; Lefort et al., 2009; Hooks et al., 2011). Toutefois
certaines études ont montré qu’il existe quelques différences dans les profils de connexions
que recoivent les neurones de la couche 2 et de la couche 3. Les latences des réponses
sensorielles a la stimulation d’une vibrisse principale sont plus longues dans la couche 2, alors
qu’elles sont comparables a celles des couches 4 et 5 dans la couche 3 (Brecht and Sakmann,
2002; Brecht et al., 2003; Manns et al., 2004). Les zones de projections axonales des neurones
thalamo-corticaux (VPM) semblent recouvrir la région des dendrites baso-latérales des
neurones de la couche 3, ce qui suggere une projection thalamique directe dans la couche 3
(bordure inférieure) en adéquation avec les latences des réponses sensorielles mesurées
(Bureau et al., 2006; Oberlaender et al., 2012). 1l a été également montré que les neurones de
la couche 3 recoivent des connexions excitatrices plus fortes en provenance des cellules
épineuses étoilées de la couche 4 que les neurones de la couche 2 (Bureau et al., 2004).
D’autre part, les neurones de la couche 2 envoient moins de projections vers la couche 3
qu’ils n’en regoivent de cette derniere (Bureau et al.,, 2004). Enfin il semblerait que
I’arborisation dendritique des neurones pyramidaux de la couche 2 nommés « pyramides a
larges touffes » differe de celle de la couche 3 (« pyramide a touffes minces ») dans sa largeur
et sa densité (Shepherd and Svoboda, 2005; Feldmeyer et al., 2006). Cette distinction
morphologique s’accompagne d’une différence dans les entrées cortico-corticales excitatrices
que regoivent ces neurones. Quelques études suggerent en effet que les pyramides a larges
touffes de la couche 2 sont contactées par des projections thalamiques en provenance du POm
(qui arrivent au niveau de la couche 1), ainsi que par des neurones pyramidaux de la partie
supérieure de la couche 5 (L5A-L2spwm) (Shepherd and Svoboda, 2005; Shepherd et al.,
2005; Bureau et al., 2006). Les auteurs proposent que ces différentes connectivités corticales,

convergeant toutes deux vers la couche 2, soient la continuité des voies lemniscale (passant
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par une colonne relative a un barrel L4-L3-L2) et paralemniscale (passant par une colonne
septale POm-L2 ; L5A-L2).

En ce qui concerne les projections interlaminaires, la connectivité excitatrice entre les
couches 2/3 et la couche 5 est bidirectionnelle. Bien qu’il ait été¢ suggéré que 1’intégration
sensorielle repose sur une activation sequentielle des couches 2/3 puis de la couche 5, il est a
noter que la connexion réciproque L5-L2/3 ne sert pas uniquement de rétrocontréle, mais peut
étre également impliquée dans la propagation de 1’activité spontanée des neurones corticaux

qui semble étre générée d’abord dans la couche 5 (Sakata and Harris, 2009).

Les neurones excitateurs des couches 2/3 ont globalement deux patrons de connexions
cortico-corticales. Des connexions dites « verticales » translaminaires puisqu’ils projettent
vers les couches infragranulaires comme la couche 5 et la couche 6 (Lefort et al., 2009), mais
émettent également des projections « horizontales » intralaminaires. Ces connexions peuvent
étre locales et restreintes a une colonne ou bien distales et s’étendre sur plusieurs colonnes
d’une méme aire corticale. En effet, une partie des neurones pyramidaux des couches 2/3
projette notamment vers des aires corticales motrices (M1) et sensorielles de second ordre
(S2) ipsi- et/ou controlatérale (Ferezou et al., 2007; Sato and Svoboda, 2010; Chen et al.,
2013; Yamashita et al., 2013).

La couche 5 présente des neurones pyramidaux pouvant se diviser en deux grandes
catégories en fonction de leurs projections axonales : les neurones intra-télencéphalique (1T)
qui forment des connexions cortico-corticales essentiellement vers les couches 2/3 et 6 (Lefort
et al., 2009), vers le striatum (Anderson et al., 2010; Pidoux et al., 2011) et vers d’autres
structures télencéphaliques comme [’amygdale. Les autres neurones de cette couche est
constituée par les neurones du tractus pyramidal (TP, ou faisceau pyramidal) qui projettent
vers des structures sous-corticales et plus particulierement la corne antérieure de la moelle
épiniére, mais également de maniere non négligeable vers la couche 6 du cortex. Le thalamus
et plus particuliérement la partie dorsale du POm est également une zone de projection des
neurones pyramidaux de la couche 5 (Veinante et al., 2000b). C’est a ce titre que la couche 5

est communément appelée « couche de sortie » du cortex.

Du point de vue morphologique, il existe principalement deux types de neurones
excitateurs pyramidaux plus ou moins ségrégés dans des subdivisions de la couche 5 (L5A et
L5B) : les neurones a touffes dendritiques minces slender tufted qui sont majoritairement
retrouvés dans la couche 5A, mais également en de plus faibles proportions dans la couche
5B, et les neurones pyramidaux & touffes dendritiques épaisses thick tufted , retrouvés dans la
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couche 5B et qui présentent une bifurcation de leur dendrite apicale au niveau des couches 2/3
pour former deux touffes de dendrites (Oberlaender et al., 2012). Ces deux types de neurones
recoivent des afférences thalamiques (Oberlaender et al., 2012). La principale afférence
corticale translaminaire des neurones de la couche 5 provient des neurones excitateurs des
couches 2/3. Les neurones pyramidaux IT et TP forment entre eux des connexions excitatrices
asymeétriques. Par exemple, il a été montré dans le cortex visuel de la souris que les
fréquences de connexions synaptiques entre les neurones cortico-striataux (IT) sont
significativement plus grandes que les connexions entre les neurones cortico-corticaux (IT) ou
corticaux-tectaux (TP) (Brown and Hestrin, 2009; Lefort et al., 2009). Des différences
similaires ont été retrouvées parmi des paires de neurones hétérologues, si bien que les
neurones cortico-corticaux connectent préférentiellement les neurones cortico-tectaux tandis
que la connexion réciproque est moins fréquente (Figure 14) (Brown and Hestrin, 2009;
Lefort et al., 2009).
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Figure 14 : Différentes fréquences de connexions monosynaptiques entre des neurones pyramidaux de la couche 5.
Adapté de [Brown et al., 2009].

A-C) Les potentiels d’action d’un neurone pré-synaptique évoquent une réponse au niveau du neurone post-synaptique
enregistré simultanément. Les neurones monosynaptiquement connectés sont A) des neurones cortico-tectaux (CT), B) des
neurones cortico-striataux (CS) et C) cortico-corticaux (CC).

D-E) Représentations graphiques des fréquences de connexions monosynaptiques obtenues par des enregistrements en
paires de neurones appartenant au méme groupe (en D), et des neurones CC et CT formant des connexions hétérologues
(enE).
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Oberlaender et collaborateurs ont suggéré 1’hypothése d’une implication différentielle
des neurones pyramidaux de la couche 5A et ceux de la couche 5B, en fonction de la tache
comportementale dans laquelle serait inscrit 1’animal. Ils proposent que les neurones de la
couche 5A a touffes dendritiques fines (slender tufted) véhiculent des informations quant au
mouvement des vibrisses et projettent vers le cortex moteur M1 (Sato and Svoboda, 2010),
alors que les neurones de la couche 5B a touffes dendritiques épaisses (thick tufted ) sont
actives lors du contact des vibrisses avec un objet (Oberlaender et al., 2011). La couche 5A
est intriquée dans des connexions majeures de la voie paralemniscale (L2-L5A ; L5A-L2;
POm-L5A), tandis que les neurones de la couche 5B semblent étre principalement impliqués
dans la voie lemniscale (L3-L5B ; VPM-L5B).

En ce qui concerne les neurones excitateurs de la couche 6, il est également possible
de distinguer les neurones pyramidaux sur la base de leurs projections axonales : les neurones
a projections cortico-corticales, et les neurones a projections cortico-thalamiques (VPM pour
le systeme somatosensoriel) qui projettent également vers le noyau réticulé du thalamus
(principale source d’inhibition du VPM) et vers la couche 4 ainsi que la couche 5A (Zhang
and Deschénes, 1997; Thomson, 2010; Kim et al., 2014).

Ainsi, une large fraction des connexions cortico-corticales et cortico-fugales
historiquement découvertes chez le chat ou le singe a été confirmée dans le cortex a tonneaux
du rongeur (Figure 15). Par ailleurs, les neurones du cortex somesthésique primaire
présentent des caractéristiques morphologiques, électrophysiologiques et fonctionnelles
semblables a ce qui a été d’abord décrit dans le systeme visuel du chat. Les neurones
(excitateurs et inhibiteurs) sont comparables dans leurs distributions laminaires a ce qui a été
trouvé dans le cortex visuel du chat, et la connectivité canonique décrite une trentaine
d’années plus tot par Gilbert & Wiesel est belle et bien conservée chez le rongeur et
I’ensemble de ces synapses a été anatomiquement et fonctionnellement quantifié. Il en résulte
que le systeme des vibrisses chez le rongeur peut constituer un bon modele pour étudier le
réle de la connectivité canonique dans le traitement sensoriel opéré par le cortex. Avant
d’aborder cette question, le chapitre suivant vise a aborder les propriétés des réponses

sensorielles des neurones du cortex a tonneaux.
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Figure 15 : Matrices de connectivité corticale au sein de la colonne C2 du cortex somesthésique primaire de la souris. Tiré
de [Lefort et al., 2009]

A) Matrice de probabilités de retrouver des paires de connexions monosynaptiques excitatrices entre les neurones des
différentes couches corticales.

B) Matrice équivalente montrant I'amplitude du potentiel post-synaptique moyen (UEPSP) évoqué par I'élément pré-
synaptique.

C) Le produit de la probabilité de retrouver une connexion monosynaptique et I'amplitude des uEPSP apporte une
estimation de I'impact d’une connexion corticale spécifique en fonction de la couche au sein d’une colonne corticale.

4. Intégration sensorielle dans le systeme des vibrisses

Apres avoir décrit la connectivité corticale de I’aire somatosensorielle primaire du rongeur, il
est primordial de savoir comment une information sensorielle se propage jusqu’au cortex lors
de la stimulation d’une vibrisse. Je me propose dans les paragraphes qui suivent de détailler
I’organisation des champs récepteurs ainsi que les différents paramétres de stimulations

auxquels les neurones du cortex a tonneaux peuvent étre sensibles.

Les champs récepteurs des neurones du cortex a tonneaux.

Chaque vibrisse posséde un follicule innervé par 70-170 neurones pseudo-
monopolaires dont le corps cellulaire se trouve au niveau des ganglions trigéminaux. Les
récepteurs sensoriels aux terminaisons de ces afférences sensorielles (disques de Merkel,
corpuscules de Ruffini, et terminaisons nerveuses libres) sont activés par des déflexions
mécaniques de la vibrisse et génerent des trains de potentiels d’action fiables et
temporellement précis, dont la fréquence varie avec 1’amplitude, la vélocité et la direction de
la déflexion d’une vibrisse (Jacquin et al., 1993; Jones et al., 2004). Ces afférences
sensorielles se projettent vers le complexe trigéminal, ou elles envoient des branches

collatérales a la fois au niveau du Pr5 ainsi qu’au niveau du Sp5. Les neurones du Pr5 ont une
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arborisation dendritique spatialement confinée et innervée par les fibres afférentes d’une seule
et unique vibrisse (Veinante and Deschenes, 1999). Au contraire, les neurones du Sp5 ont une
arborisation plus étendue et recoivent des entrées sensorielles convergentes en provenance de
plusieurs vibrisses voisines. Les enregistrements eélectrophysiologiques des réponses
sensorielles au niveau des neurones du Pr5 chez les animaux profondément anesthésiés
suggeérent que les champs récepteurs de ces neurones sont limités a une seule et unique
vibrisse, la vibrisse principale (Veinante et al., 2000a). D’autres études ont quant a elles
proposé un champ récepteur constitué de plusieurs vibrisses au niveau des neurones du Pr5

lorsque les animaux sont plus faiblement anesthésiés (Minnery and Simons, 2003a).

Au niveau du thalamus, les champs récepteurs sont hérités de leurs fibres trigéminales
afférentes : les neurones du VPM qui sont innervés principalement par les fibres en
provenance du Pr5 répondent fortement & la déflexion de leur vibrisse principale
correspondante, et de maniéres plus faibles aux vibrisses adjacentes (Simons and Carvell,
1989; Diamond et al., 1992; Nicolelis and Chapin, 1994; Brecht and Sakmann, 2002). Les
neurones thalamiques du POm ont des champs récepteurs plus larges dérivés de leurs
afférences en provenance du Sp5 (Diamond et al., 1992). Les collatérales des fibres thalamo-
corticales efférentes du VPM projettent vers le noyau réticulé inhibiteur du thalamus (NRT),

qui est une source d’inhibition divergente (inhibition latérale) et d’inhibition en-retour
(Feedback inhibition).

A P’instar des neurones du VPM, les neurones de la couche 4 situés a I’intérieur d’un
tonneau présentent un champ récepteur, centré sur leur vibrisse principale qui évoque la
réponse de plus forte amplitude et de plus faible latence (Figure 16A-B) (Simons, 1978;
Simons and Carvell, 1989; Moore and Nelson, 1998; Roy et al., 2011). La stimulation des
différentes vibrisses pendant 1’enregistrement extracellulaire des réponses supraliminaires
d’un neurone de la couche 4 (Figure 16C) permet ainsi d’identifier la vibrisse principale sur
la base des latences et des amplitudes des réponses sensorielles (Figure 16D). Il apparait
également que les réponses sous-liminaires révelent des champs récepteurs plus larges que les

réponses supraliminaires (Figure 16B vs 16D).
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Figure 16 : Caractéristiques des réponses sensorielles aux stimulations de différentes vibrisses au niveau des neurones de
la couche 4 du cortex somesthésique. Tiré de [Roy et al., 2011]

A) Traces brutes de I'enregistrement intracellulaire d’un neurone de type regular spiking de la couche 4 du barrel cortex. A
gauche, amplitude des potentiels post-synaptiques évoqués par la stimulation de plusieurs vibrisses (carte topographique
au centre). A droite, élargissement des traces de gauche mettant en évidence les temps de latence des réponses
sensorielles. Sur la base de la réponse synaptique la plus ample (8.3 mV) et de plus faible latence (5.5 ms), il est possible
d’identifier la vibrisse principale E2 (en rouge).

B) Représentation matricielle des amplitudes des potentiels synaptiques (code couleur indiquant les amplitudes relatives en
mV) évoqués par la stimulation des différentes vibrisses (a gauche) normalisés par rapport a la réponse a la vibrisse
principale (en rouge). A droite, latences des réponses sous-liminaires observées en A. (code couleur indiquant les latences
en ms). Les axes correspondent aux distances relatives entre la vibrisse principale et les autres vibrisses selon |’axe rostro-
caudal (abscisses) ou dorso-ventral (ordonnées).

C) Enregistrement extracellulaire d’'un neurone supposé de type regular spiking de la couche 4 du barrel cortex (waveforme
en haut). En dessous, histogrammes des réponses supraliminaires (nombre de potentiels d’action évoqués par 30
stimulations) aux stimulations des différentes vibrisses.

D) Agrandissement de certains histogrammes en C). C’est la vibrisse B1 (en rouge) qui évoque le plus de potentiels d’action
et avec la plus faible latence. En dessous, représentation matricielle des réponses supraliminaires du neurone a la
stimulation des différentes vibrisses (le code couleur indiquant le nombre moyen de potentiels d’action par stimulation).

Au niveau des neurones corticaux, la réponse évoquée par la stimulation de la vibrisse
principale est caractérisée par une séquence d’activation de conductances excitatrices
(pouvant conduire ou non a la genése d’un potentiel d’action), puis inhibitrices induites par

I’activation des interneurones locaux (Figure 17) (Wilent and Contreras, 2004, 2005).
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Figure 17 : Les réponses sensorielles sont sous-tendues par I'activation de conductances excitatrices et inhibitrices au
niveau des neurones corticaux. Adapté de [Wilent & Contreras, 2005].

A) Réponses sensorielles synaptiques d’un neurone de la couche 4 du cortex somesthésique a 5 niveaux de potentiels
membranaires. L’injection intracellulaire de QX-314 empéche I’émission de potentiels d’action par le neurone, révélant
ainsi les événements sous-liminaire qui sous-tendent les réponses sensorielles. La fleche symbolise le début de la
stimulation sensorielle. A -32 et -50 mV, la réponse sensorielle synaptique est caractérisée par une dépolarisation du
potentielle de membrane rapide et peu ample, suivie d’'une plus large hyperpolarisation. La phase de dépolarisation
diminue en amplitude lorsque le potentiel de membrane est maintenu a un état plus dépolarisé (-5 mV). Ceci s’explique par
le fait que I'état de polarisation membranaire se rapproche du potentiel d’inversion des conductances excitatrices (aux
alentours de 0 mV) et donc d’une diminution de la driving force. En suivant un raisonnement similaire il est possible
d’observer une inversion de la phase d’hyperpolarisation des réponses synaptiques donnant lieu a une dépolarisation,
lorsque le potentiel de membrane est maintenu dans des gammes de potentiels plus hyperpolarisés -68 et -80 mV. Le
potentiel d’inversion des conductances inhibitrices (essentiellement chlore) étant généralement aux alentours de -70 mV.
Ces observations suggerent donc fortement une activation séquentielle de conductances excitatrices et inhibitrices en
réponse aux stimulations sensorielles.

B) Décomposition théorique des conductances synaptiques totales (Gs,,) en conductances inhibitrices (G;) et excitatrices
(Ge). Ces conductances ont été estimées par la résolution des équations mathématiques décrivant la dynamique des
variations du potentiel membranaire (voir méthodes). L'encadré est un agrandissement du début de I'activation des
conductances excitatrices et inhibitrices, et met en exergue le décours temporel de ces conductances : les auteurs
suggerent que la stimulation sensorielle induit I'activation d’abord des conductances excitatrices, puis inhibitrices.

Les neurones corticaux peuvent étre plus ou moins sélectifs a certains parameétres de
stimulation sensorielle. 1l parait évident que pour étudier la connectivité corticale il est
préférable de se placer dans un contexte de stimulations sensorielles évoquant des réponses
optimales. Il est également intéressant de pouvoir étudier 1’évolution de la connectivité
corticale fonctionnelle pour des stimuli non optimaux. Quelque soit la question abordée, il est
nécessaire de déterminer les dépendances des réponses sensorielles aux différents paramétres

de stimulation.
Dépendance des réponses sensorielles des neurones a la vélocité de la déflexion

Les enregistrements de 1’activité des neurones corticaux en réponse a des stimuli

tactiles de type «rampe-et-maintien» (ramp-and-hold) ont permis d’observer une
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dépendance des réponses sensorielles a la vélocité des stimuli (Pinto et al., 2000; Wilent and
Contreras, 2004). Cette sensibilité a la vélocité a été decrite entre autre par Wilent &
Contreras en procédant a des enregistrements intracellulaires des neurones corticaux chez le
rongeur anesthésié. Les auteurs ont réalisés des stimuli rampe-et-maintien a cing vitesses de
déflections différentes (de 160°.s* & 1300°.s™) sans modifier "amplitude du stimulus. Ces
enregistrements ont permis de mettre en évidence une augmentation de la fréquence de
décharge des neurones corticaux en réponse a des stimuli dont la vélocité est de plus en plus
grande (Figure 18A). Les deux stimulations avec les vitesses les plus faibles (160°.s™ et
350°.s™) n’entrainent pas de réponses supraliminaires dans leurs conditions expérimentales.
L’analyse plus détaillée des réponses synaptiques révele d’une part que quelle que soit la
vélocité de la stimulation, les réponses sous-liminaires sont caractérisées par la séquence
excitation-inhibition décrite précédemment; et d’autre part que l’augmentation de la
fréquence de décharge observée pour des stimuli de vélocités croissantes, est sous-tendue par
une augmentation de I’amplitude des potentiels post-Synaptiques excitateurs évoqués par les
stimulations sensorielles (Figure 18B).

—— 1300%sec
1000°/sec

.......... 650"/sec
350°/sec
—— 160°/sec

50 ms

Figure 18 : L’amplitude des réponses sensorielles sous- et supraliminaires augmente avec la vélocité des stimuli
sensoriels. Adapté de [Wilent & Contreras, 2004]

A) Traces d’enregistrements intracellulaires des réponses sensorielles superposées sur plusieurs essais (n = 10-12 essais)
d’un neurone cortical pour chacune des vitesses de stimulations utilisées (la vélocité correspondante est notée au-dessus
de chacune des superpositions). Les stimuli rampe-et-maintien correspondants sont figurés en bas, et les fleches noires
indiquent le début de la stimulation.

B) Réponses synaptiques moyennes en fonction de la vitesse de déflexion. Les carrés blancs représentent les latences
moyennes aux pics des potentiels post-synaptiques excitateurs évoqués.
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Sélectivité a la direction des neurones du cortex a tonneaux

Depuis les afférences sensorielles en provenance des vibrisses jusqu’aux neurones du
barrel cortex, la sélectivité a la direction de la déeflexion est une propriété commune a tous les
neurones de ce systeme sensoriel. La sélectivité a la direction d’un neurone se traduit par une
réponse sensorielle plus forte pour une déflexion de sa vibrisse principale dans une direction

angulaire donnée (Simons and Carvell, 1989).
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Figure 19 : Sélectivité a la direction d’un neurone de la couche 4. Tiré de [Wilent and Contreras, 2005].

A) Représentation schématique de la procédure expérimentale. Des enregistrements intracellulaires dans la couche 4 du
cortex a tonneaux sont réalisés chez le rat anesthésié. La vibrisse principale du neurone enregistré est stimulée dans 8
directions.

B) Traces brutes des réponses intracellulaires aux stimulations de différentes directions permettant d’évaluer la fréquence
de décharge (Hz) et I'amplitude des réponses synaptiques (mV). Chaque fleche indique le début de la stimulation.

C) Peri-stimulus Time histogram (PSTH), histogrammes comptabilisant le nombre de potentiels d’action (spikes) en réponse
a plusieurs essais de stimulations de différentes directions. Chaque fleche indique le début de la stimulation.

D) Représentation polaire de I'amplitude des réponses sensorielles selon les différentes directions de stimulation. Ces
réponses sensorielles sont représentées soit par la fréquence de décharge (carrés, «spikes»), soit par I'amplitude des
évenements synaptiques (cercles, «synaptic»). Les réponses supraliminaires (nombre de potentiels d’action) sont
globalement plus sélectives que les réponses sous-liminaires (amplitude des potentiels synaptiques).
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La selectivité a la direction des afférences primaires est communément imputée a la
distribution spatiale particuliere des récepteurs (disques de Merkel) situés autour des
follicules. Cette sélectivité est qualitativement conservée au niveau des noyaux trigéminaux
(Lichtenstein et al., 1990) : elle se caractérise par des réponses plus fortes et de plus faibles

latences pour la direction préférentielle (Bellavance et al., 2010).

Contrairement aux neurones thalamo-corticaux (VPM) qui sont sélectifs a la direction
(Minnery and Simons, 2003b; Minnery et al., 2003) et aux neurones excitateurs de la couche
4 du cortex présentant une sélectivité similaire aux cellules du VPM (Simons and Carvell,
1989), les interneurones corticaux semblent étre beaucoup moins sensibles a la direction de la

déflexion (Simons and Carvell, 1989).

Au niveau du cortex, les réponses sensorielles supraliminaires (potentiels d’actions)
sont plus selectives a la direction que les réponses sous-liminaires (potentiels post-
synaptiques) (Figure 19B-D) (Wilent and Contreras, 2005). La sélectivité des neurones
corticaux est raffinée par des mécanismes de modifications de la dynamique temporelle des
entrées excitatrices et inhibitrices (latences relatives). Pour la direction préférentielle, les
conductances excitatrices précédent les conductances inhibitrices. Cette différence temporelle
s’amenuise lorsque la direction de la déflexion s’éloigne de la direction préférentielle,
réduisant ainsi la fenétre temporelle de I’excitation et donc la probabilité du neurone a

décharger des potentiels d’action (Wilent and Contreras, 2005).

Adaptation des réponses sensorielles lors de stimulations vibratiles

Bien qu’étant une avancée considérable dans la compréhension des processus
d’intégration sensoriels au niveau du cortex a tonneaux, les stimulations de type rampe-et-
maintien ne reflétent pas le comportement des vibrisses durant 1’exploration tactile (Carvell

and Simons, 1990).

De récentes études comportementales ont demontré que dans des conditions
éthologiques au cours desquelles les rongeurs mettent leurs vibrisses en mouvement et au
contact de différentes textures, ces derniéres étaient soumises a des micromouvements
vibratiles (Figure 20A-B) dans une gamme de fréquences allant de 25 a 200 Hz (Figure 20C)
(Ritt et al., 2008).
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Figure 20 : Mouvements vibratiles des vibrisses au contact d’une surface lisse ou rugueuse. Tiré de [Ritt et al., 2008].

A) Cliché instantané tiré d’une vidéo a haute résolution temporelle au cours de laquelle un rat touchait une surface avec ses
vibrisses. Les lignes rouges correspondent aux positions antérieures d’une vibrisse suivie au cours de la vidéo. La petite
barre verticale blanche délimite la surface rugueuse de la surface lisse.

B) Trois exemples de vibrisses traquées pendant un contact avec une surface rugueuse en A. Les courbes rouges
représentent I'angle de chaque vibrisse au cours du temps. Les courbes bleues représentent la position de chaque vibrisse
au cours du temps.

C) Courbes représentant les densités spectrales des différentes fréquences auxquelles sont soumises les vibrisses.

Les fréquences des vibrations des vibrisses dépendent essentiellement de la nature de
la texture et des propriétés mécaniques des vibrisses (longueur et épaisseur). En effet, ces
activités sont liées au fait que les vibrisses sont soumises a des micromouvements appelés
slip-stick-ring au cours desquels elles glissent sur la surface (slip), s’accrochent
transitoirement (stick) puis oscillent temporairement lorsque la vibrisse se décroche de la
surface (ring). Il a été proposé que la fréquence et I’amplitude de ces événements soient
corrélées a la texture, et qu’ils puissent contribuer a I’encodage d’une surface en représentant
a I’échelle des vibrisses la signature cinétique unique de la texture. Lors des enregistrements
des neurones corticaux chez 1’animal en comportement, Jadhav et collaborateurs ont proposé
quant a eux que les micromouvements slip-stick-events des vibrisses au contact d’une texture
étaient encodés par la structure temporelle des réponses sensorielles des neurones corticaux

(Jadhav et al., 2009). Ainsi a chaque texture peut étre associé un patron d’activité des
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neurones corticaux temporellement précis et corrélé a la vélocité instantanée du mouvement
de la vibrisse (Arabzadeh et al., 2005; Boloori et al., 2010).

Plusieurs études ont eu pour objectif d’identifier la maniére dont les neurones
corticaux encodent des stimuli vibratiles soutenus. En procédant a des stimulations
sinusoidales passives de différentes fréquences et amplitudes (mimant différentes « signatures
cinétiques ») chez des animaux anesthésiés, Arabzadeh et collegues ont suggéré que les
neurones corticaux encodent la fréquence et I’amplitude de stimulations vibratiles par leurs
taux de décharge (Arabzadeh et al., 2003).
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Figure 21 : Adaptation des réponses sensorielles des neurones thalamiques et corticaux, a différentes fréquences de
stimulations. Tiré de [Khatri&Simons, 2004]

PSTHs d’une population de neurones (enregistrements extracellulaires) en réponse a des stimuli soutenus de la vibrisse
principale a différentes fréquences (4 Hz, 20 Hz, 40Hz).Chaque ligne correspond a un type de population de neurones : TCU,
neurones thalamo-corticaux (29 unités); FSU, neurones supposés inhibiteurs du barrel cortex (18 unités); RSU, neurones
supposés excitateurs du barrel cortex (44 unités). A 20 Hz et 40 Hz, 'amplitude des réponses diminue apreés le premier cycle
de stimulation (Adaptation).

Ces études au cours desquelles des stimulations vibratiles qui perdurent dans le temps
¢taient réalisées ont permis d’observer que les réponses sensorielles n’étaient pas constantes,
mais s’adaptaient au cours du temps. C'est-a-dire que la fréquence d’émission de potentiels
d’action décroit au cours de la stimulation pour atteindre un état pseudo stable (ou steady-
state). Ainsi, les neurones des noyaux trigéminaux, du thalamus (VPM, POm) et plus encore

pour le cortex (neurones excitateurs et inhibiteurs) voient leurs activités diminuées apres la
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phase initiale de la réponse sensorielle (Ahissar et al., 2000; Khatri et al., 2004; Ganmor et al.,
2010). L’amplitude de I’adaptation dépend de la fréquence de stimulation sensorielle : plus
elle est élevée, plus I’adaptation est importante et elle s’observe a la fois sur le nombre de
potentiels d’action et sur I’amplitude des potentiels post-synaptiques évoqués (Figure 21)
(Khatri et al., 2004; Higley and Contreras, 2006). Cette adaptation est expliquée par une
réduction concomitante et proportionnelle des entrées excitatrices et inhibitrices (Higley and
Contreras, 2006).

Ollerenshaw et collaborateurs ont émis 1’hypothése que 1’adaptation peut modifier les
performances d’un rongeur a détecter ou discriminer des stimuli tactiles. Ils ont entrainé des
rats a 1) détecter des déflexions de vélocités croissantes d’une vibrisse cible avec et sans
adaptation (Figure 22C) et ii) a identifier la vibrisse stimulée parmi deux vibrisses voisines
stimulées aléatoirement, avec et sans adaptation (Figure 22E).

En condition non adaptée, la stimulation de I’'une ou 1’autre des vibrisses voisines
conduit a une réponse sensorielle dans la colonne corticale correspondante, et s’étend aux
colonnes adjacentes (Figure 22A). Ceci entraine un recouvrement des régions corticales
activées pouvant conduire a une ambiguité pour I’animal a discriminer la vibrisse stimulée.
L’adaptation entraine quant a elle une réduction de la taille des champs récepteurs des deux
vibrisses (Figure 22B), de telle sorte que la discrimination spatiale est potentiellement

augmentée (Ollerenshaw et al., 2014; Ramirez et al., 2014).

Les auteurs ont ensuite évalué les effets de I’adaptation sur les capacités de 1’animal a
détecter ou discriminer les stimuli tactiles. Les auteurs ont mis en évidence que 1’adaptation
sensorielle entraine une augmentation du seuil de perception du stimulus tactile (Figure 22C-
D), c’est-a-dire qu’il faut réaliser des stimulations de plus fortes vélocités pour obtenir un
méme niveau de performance que dans la condition sans adaptation. A I’inverse les
performances de 1’animal a reconnaitre laquelle des deux vibrisses était stimulée, ont été
significativement améliorées aprés le protocole d’adaptation (Figure 22E-F) (Ollerenshaw et
al., 2014).
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Figure 22 : Effets de I'adaptation sur la taille des champs récepteurs et sur les performances cognitives du rat. Adapté de
[Ollerenshaw et al., 2014].

A) Imagerie optique des réponses corticales (Voltage sensitive dye, moyenné sur 50 essais) a la stimulation de deux
vibrisses adjacentes (I'une ou l'autre séparément), sans adaptation préalable. Les ellipses noires représentent un fit
gaussien a deux dimensions reproduites sur le graphique de droite, qui montre le recouvrement des régions corticales
activées.

B) Méme protocole qu’en A. sauf que les stimulations des vibrisses étaient cette fois précédées d’une stimulation a 10 Hz
de la vibrisse correspondante. La taille des régions corticales activées a été significativement réduite.

C) Paradigme expérimental d’'une tache de détection de stimulation. Un stimulateur piézo-électrique est placé sur une
vibrisse, et un stimulus de vélocité variable était présenté de maniere aléatoire dans le temps. Ce stimulus était précédé,
dans 50% des essais, par un stimulus induisant une adaptation (stimulation sinusoidale a 12 Hz).

D) A gauche, courbes psychométriques moyennées de tous les animaux testés avec la condition non adaptée (en gris),
adaptée avec une courte récupération (orange) et adaptée avec une longue récupération (bleue). La ligne pointillée
représente le niveau de performance due a la chance. L'adaptation décale vers la droite le seuil des courbes
psychométriques témoignant d’une augmentation du seuil de détection. Une période de longue récupération (quelques
secondes) permet de se rapprocher des performances contrdles. A droite, quantifications des seuils de perception, mesurés
au point a 50% des courbes sigmoidales (EC50). Les conditions adaptées sont toutes significativement différentes de la
condition non adaptée. Donc I'adaptation détériore de maniére significative les performances de détection (moins sensible
aux stimuli de faible intensité).

E) A gauche, paradigme expérimental de type «go/no-go» d’une tache de discrimination. Un deuxiéme stimulateur piézo-
électrique est positionné sur une vibrisse adjacente. Le protocole consiste a stimuler a un essai donné soit la vibrisse S+
(vibrisse «go») soit la vibrisse S- (vibrisse «no-go») avec une probabilité égale et une vélocité fixe. Les performances de
I’'animal a reconnaitre S+ sont comparées a une condition adaptée (comme protocole précédent).

F) A gauche, probabilités de réponse (S+ en vert vs S- en rouge) dans les trois conditions utilisées dans la tiche de détection
(contrdle, adaptée avec récupération courte, adaptée avec récupération longue). A droite, quantification des performances
de discrimination dans les trois conditions. L’adaptation améliore de maniére significative les performances de
discrimination.
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Distribution laminaire des réponses sensorielles.

Aprés avoir décrit la sélectivite des neurones du cortex a tonneaux, il convient
désormais de comparer et de tester la robustesse du modéle canonique de la connectivité
corticale initialement décrit chez le chat. En particulier la distribution laminaire des réponses
sensorielles permet d’appréhender en partie 1’organisation fonctionnelle de la connectivité

corticale interlaminaire.

De maniere surprenante, les enregistrements intracellulaires in vivo indiquent que les
latences des réponses des neurones des couches 4 et 5 sont comparables lors de stimulations
de type rampe-et-maintien. Ainsi, les neurones des couches 2/3 sont recrutées apres ceux de la
couche 5 (Figure 23A) ( Wilent and Contreras, 2004; Constantinople and Bruno, 2013).

A)
Gr IGr SGr
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‘I'l—l i
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10ms

Figure 23 : latences des réponses sensorielles des neurones corticaux des différentes couches. Tirés de [Wilent&
Contreras, 2004].

A) Enregistrements intracellulaires de trois neurones des couches supragranulaires (SGr), granulaires (Gr) et infragranulaires
(IGr) en réponse a une stimulation transitoire de la vibrisse principale. En haut, réponses synaptiques (amplitude des
potentiels post-synaptiques excitateurs) alignées sur le début de la stimulation pour chacun des trois neurones. En bas,
PSTH des réponses supraliminaires (nombre de potentiels d’action) pour les trois neurones, aligné sur le début (0 ms) de la
stimulation. Les pics des réponses sous-liminaires et supraliminaires sont atteints de maniére séquentielle selon
I’enchainement suivant : Gr-IGr-SGr, indiquant que les couches supragranulaires sont activées aprés les couches
infragranulaires.
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Ces données laissent penser que les neurones de la couche 5 (et 6) pourraient intégrer
des informations sensorielles en provenance de deux voies: une voie thalamo-corticale
directe (VPM-L5) et une voie canonique indirecte (VPM-L4-L2/3-L5). Pour Vérifier cette
hypothése, une stratégie envisageable serait d’enregistrer les réponses sensorielles des
neurones de la couche 5, alors que la voie canonique en amont est spécifiquement mise sous
silence. Ceci est rendu possible entre autre par 1’utilisation d’agents pharmacologiques qui
inhibent ou lésent les aires corticales d’intérét. Par exemple en procédant a des lésions
excitotoxiques par injection de NMDA au niveau des couches 2/3 du cortex somesthésique du
rongeur, il a été proposé que les réponses sensorielles aux stimulations de la vibrisse
principale dans les couches granulaires et infragranulaires n’étaient que trés peu affectées par
I’inactivation des couches superficielles (Huang et al., 1998). Ces auteurs suggerent toutefois
que ces lésions entrainent une réduction partielle de I’amplitude des réponses évoquées par la
stimulation de la vibrisse principale. Cette étude est I’une des premiéres qui tente de
démontrer chez le rongeur I’existence de circuits sensoriels paralléles au circuit canonique
décrits par Gilbert & Wiesel. Malgré tout, il restait a expliquer par quelle(s) voie(s)
sensorielles les neurones des couches profondes regoivent leurs informations en provenance
de la vibrisse principale. Si I’axone collatéral en provenance du VPM qui projette dans la
couche 5 permet de poser ’hypothése forte d’une voie sensorielle directe VPM-L5, rien
n’indique qu’il existe des connexions synaptiques fonctionnelles. C’est dans ce contexte que
Constantinople & Bruno ont réalisé des enregistrements simultanés des réponses sensorielles
dans le VPM (juxtacellulaire) et dans la couche 5 du cortex somesthésique primaire
(intracellulaire) chez le rongeur anesthésié (Figure 24A). lls ont pour la premiere fois
enregistré et quantifié des connexions monosynaptiques entre des neurones thalamo-corticaux
somatotopiquement alignés avec des neurones des couches 5 ou 6 (Figure 24B). Au niveau
des neurones de la couche 5, les potentiels post-synaptiques excitateurs évoqués par le
potentiel d’action d’un neurone thalamique sont en moyenne de 500 uV d’amplitude (Figure
24C), ce qui est similaire a ce qui a été observe au niveau des neurones de la couche 4 (Bruno
and Sakmann, 2006).
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Figure 24 : Les connexions monosynaptiques VPM-L5 sensorielles sont fonctionnelles. Adapté de [Constantinople &
Bruno, 2013]

A) Schéma de la procédure expérimentale. Des enregistrements en paires des neurones thalamo-corticaux et des neurones
de la couche 5 connectés de maniére monosynaptique sont réalisés chez I’animal anesthésié.

B) Exemple des traces d’enregistrements intracellulaires d’un neurone de la couche 5 (en haut), train de potentiels
d’actions d’un neurone thalamo-cortical (au milieu) et forme de la stimulation sensorielle (en bas).

C) Potentiel post-synaptiques excitateurs moyens d’un neurone de la couche 5 évoqué par un unique potentiel d’action
d’un neurone thalamique (les lignes pointillées représentent I'intervalle de confiance a 95%).

Ces auteurs ont par ailleurs évalué I’impact de I’inhibition pharmacologique des
neurones de la couche 4 ou des couches 2/3, sur les réponses sensorielles des neurones des
couches infragranulaires (5 et 6). En injectant de la lidocaine dans la couche 4 (Figure 25A)
(bloque les canaux sodiques et donc empéche 1’émission de potentiels d’action dans la couche
4, Figure 25B-D), les auteurs n’ont observé aucune différence significative dans 1’amplitude
et la latence des potentiels post-synaptiques excitateurs évoqués par la stimulation sensorielle
dans les neurones de la couche 5 (Figure 25E-H) (Constantinople and Bruno, 2013). Ces
résultats suggeérent i) que les neurones de la couche 5 sont activés directement par les
neurones thalamo-corticaux en réponse a la stimulation transitoire de la vibrisse principale et
ii) que la circuiterie canonique passant par la projection L2/3-L5 ne semble pas participer au

transfert des informations sensorielles vers la couche 5 (Figure 26).
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Figure 25 : L’inactivation pharmacologique de la couche 4 n’entraine pas de modifications des réponses sensorielles dans
la couche 5. Tiré de [Constantinople & Bruno, 2013].

A) Schéma du protocole expérimental. Des enregistrements intracellulaires en configuration cellule entiére sont réalisés
dans la couche 4 chez le rat anesthésié, pendant I'inactivation pharmacologique avec de la lidocaine (Lido).

B) Enregistrements simultanés intracellulaires et des potentiels de champs(LFP) en condition contréle (ACSF) et en
condition test (Lido). La ligne verticale pointillée indique le début de la déflexion transitoire de la vibrisse principale.

C) Moyenne populationnelle de I'amplitude des potentiels post-synaptiques (en haut) et des LFP (en bas) pour la condition
contréle (en noir) et la condition test (en rouge) avec les SEM en pointillés.

D) Résumés des réponses sensorielles dans les deux conditions, a I’échelle du LFP (a gauche) et du potentiel membranaire
(a droite). La lidocaine abolit de maniére significative les réponses sensorielles synaptiques, et réduit fortement les
réponses a I’échelle du LFP.

E-H) Idem que A-D), a ceci prés que les enregistrements intracellulaires sont effectués dans la couche 5 (LFP et injection de
Lido dans la couche 4). La lidocaine injectée dans la couche 4 n’induit pas de modification significative de I'amplitude des
potentiels post-synaptiques évoqués par la stimulation sensorielle dans les neurones de la couche 5.

Quel serait le role de la connexion L2/3-L5 qui semble étre « ubiquitaire » puisqu’elle
est retrouvée dans plusieurs aires corticales de differents organismes ? Cette projection
thalamique directe dans les couches infragranulaires laisse penser que deux circuiteries
corticales distinctes intégrent en parallele les informations sensorielles ascendantes. Ceci
pourrait éventuellement permettre a ces deux voies paralleles d’avoir accés aux mémes
informations et d’altérer différemment le comportement de 1’animal en agissant via des
projections anatomiques radicalement distinctes : les couches 2/3 qui forment majoritairement
des projections intracorticales a la fois locales et de longues distances et peuvent avoir un role
associatif ; tandis que les couches 5 et 6 projettent vers structures sous-corticales et font office
a la fois de projection de rétrocontrdle (« feedback ») pour certaines zones cibles (VPM, POm
ou encore le tronc cérébral), mais sont également directement liées a « I’action » en se

connectant au striatum ou encore la moelle épiniere.
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Figure 26 : Représentation schématique du model canonique et du modeéle proposé par Constantinople & Bruno. Tiré de
[Constantinople & Bruno, 2013].

A) Le modele sériel du traitement de I'information sensorielle suggere que les informations sont relayées par le thalamus
vers la couche 4, sont transmises aux couches 2/3 puis aux couches 5 et 6 (en vert).

B) Les résultats de Constantinople & Bruno semblent indiquer I'existence de deux voies paralleles de traitement de
I'information sensorielle. Une copie de ces informations est envoyée directement depuis le thalamus vers la couche 5 du
cortex somesthésique. Ce modele bistratifié suggére que les deux copies de linformation sensorielle sont traitées
différemment par ces deux voies et relayées vers différentes structures en avale. La question majeure reste de déterminer
le réle de la connexion L2/3-L5 dans le traitement sensoriel ou bien dans la dynamique des réseaux corticaux (en violet).

Si le travail ¢élégant de Constantinople et Bruno démontre bien qu’il existe un
traitement directe des informations sensorielles en provenance du thalamus par les neurones
des couches profondes, I’hypotheése d’une déconnexion de la voie entres les neurones des

couches 2/3 et les neurones de la couche durant le traitement sensoriel reste a confirmer.

En effet, les auteurs ont procédé a des enregistrements chez I’animal anesthésié. Une
dépression de la synapse induite par I’anesthésie est une des explications possibles a 1’absence
d’effets de I’inactivation pharmacologique de la voie canonique sur les réponses sensorielles
de la couche 5. Si la synapse L2/3-L5 est deja déprimée par 1’anesthésie, 1’inhibition n’aura

strictement aucun effet.

Il est également possible d’envisager que la communication L2/3-L5 soit recrutée dans
des conditions de stimulations différentes de celles utilisées dans 1’étude conduite par
Constantinople & Bruno. Les stimuli de type rampe-et-maintien utilisés sont peut-étre trop
faibles en terme de vélocités pour activer les neurones des couches 2/3, et 1’utilisation de

stimuli plus fortes vélocités et soutenus pourraient étre nécessaire au recrutement de la
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connexion L2/3-L5.

D’autre part, ['utilisation des méthodes d’inactivations pharmacologiques ne
permettent pas de cibler un type cellulaire spécifique. Il est possible que I’application de

lidocaine ait conduit a I’inactivation de plusieurs circuits corticaux aux effets opposés.

Dans ce contexte que j’ai implémenté une technique de manipulation optogénétique de
I’activité des neurones pyramidaux des couches 2/3 chez la souris éveillée pour pouvoir
évaluer leur impact sur les propriétés des réponses sensorielles des neurones des couches
infragranulaires lors de stimulations des vibrisses mimant leur comportement vibratile

observé lors de taches de discrimination de texture.

En effet, les manipulations optogénétiques offrent la possibilité d’identifier et de
manipuler des connexions synaptiques spécifiques d’une sous-population de neurones définie
sur la base de leur profil d’expression génique, de la position de leur corps cellulaire au sein

d’une colonne ou encore de 1’aire corticale d’origine (Lima et al., 2009).
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C. Dissection optogéenétique du réle de la connectivité corticale

dans le traitement sensoriel.

La manipulation optogénétique du patron d’activité des neurones est une technique
dont I’utilisation a été décuplée ces dix derniéres années. Sommairement, elle consiste a
exprimer & la surface des neurones une proteine sensible a la lumiere. Une fois excitée cette
protéine peut, selon ses propriétés biophysiques, laisser passer différents ions de part et
d’autre de la membrane des neurones. Ce qui a pour consequence de les dépolariser ou de les
hyperpolariser, offrant ainsi 1’opportunité d’en contrdler leur activite. En la combinant a
diverses méthodes de construction géniques, ou a divers outils viraux, il est possible de faire
exprimer ces protéines dans des sous-populations de neurones et des aires cerébrales
spécifiques. Cet outil permet ainsi d’adresser des questions fondamentales en neuroscience
allant de 1’¢tude de la connectivité¢ neuronale fonctionnelle a I’impact physiologique de
’activation/inactivation d’une sous population de neurones sur le comportement. L’objectif
de ce chapitre est de passer en revue le principe de fonctionnement général des approches
optogénétiques et d’illustrer a travers quelques exemples leur apport a la compréhension du

role de la connectivité cortical dans le traitement sensoriel.
1. Les opsines : protéines activables par la lumiere

Il est possible de distinguer deux grands groupes de protéines : les protéines retrouvées
chez certains étres unicellulaires (de type 1) également appelé opsine « microbiennes » et les
protéines retrouvées chez les mammifeéres (de type 2). La différence fondamentale entre ces
deux groupes réside dans leur facon d’influencer les courants ioniques transmembranaires.
Les protéines de type 2 agissent de maniere indirecte sur la membrane cellulaire, ce sont des
récepteurs couplés a des protéines G dont 1’activation induit une cascade de signalisation
intracellulaire. Au contraire, les protéines de type 1 (trouvées chez les archaebactéries, les
eubactéries, les «champignons » ou encore les algues vertes unicellulaires) agissent de

maniere directe sur les courants transmembranaires (protéines de type canal ou pompe).

Trois protéines sensibles a la lumiere qui ont été majoritairement utilisées pour
disséquer le rdle de la connectivité corticale dans le traitement sensoriel : la
channelrhodopsine-2 (ChR2), la halorhodopsines (HR) et enfin 1’archeorhodopsine de type 3
(Arch-3) (pour revue : (Yizhar et al., 2011)). Ces 3 opsines différent les une des autres par

leurs propriétés biophysiques, telles que leurs cinétiques d’activation/dé-activation, leur
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sélectivité ionique, leur longueur d’onde d’excitation ou encore 1’amplitude des courants

résultants de leur activation.

2. La Channelrhodopsine-2 (ChR2)

Deuxiéme protéine de la classe des channelrhodopsines a avoir été identifiee (ChR1
étant la premiére (Nagel et al., 2002)), cette opsine est sans doute la plus largement utilisée en
neurosciences. La ChR2 est une protéine microbienne (Figure 27A) extraite de 1’algue verte
Chlamidomonas Reinhardtii (Nagel et al., 2003). Lorsqu’elle est exprimée a la surface d’un
ovocyte de xénope, ou de cellules mammiféres, I’activation de la ChR2 par photo-stimulation
induit une entrée d’ions cationiques non spécifique (Nagel et al., 2003). Lors d’une

stimulation lumineuse soutenue, ce courant est caractérisé par une inactivation plus ou moins

importante (Figure 27B).
A B C
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Figure 27 : Structure et propriétés de la ChR2. Adapté de [Nagel et al., 2003]

A) Schéma de la structure prédite de la ChR2, avec les 7 domaines transmembranaires caractéristiques des opsines.

B) Enregistrement en configuration voltage-clamp d’un ovocyte exprimant la ChR2, dans une solution de Ringer dont les
concentrations ioniques du sodium et du potassium sont indiquées. La photo-stimulation a 470 nm est indiquée par la barre
horizontale grise. Deux potentiels de maintien (+40 mV et -100 mV) sont utilisés pour montrer I'effet net de la photo-
stimulation, qui se traduit par un courant entrant cationique (a -100 mV, réversé a +40 mV et donc sortant).

C) Spectre d’activation de la ChR2 a pH 7.6 et -100 mV (potentiel de maintien) symbolisé par les carrés vides, I'amplitude
des photo-courants est normalisée.

L’étude de la structure cristallographique de la ChR2 a révélé la présence de 7
domaines transmembranaires interconnectés par 3 boucles intracellulaires et 3 boucles
extracellulaires. Ces domaines transmembranaires forment un pore électronégatif conférant a
cette protéine une sélectivite ionique en faveur des cations (Prigge et al., 2012). Cette protéine
contient un chromophore, le rétinal qui forme une liaison covalente avec une Lysine 296

(257) sur le 7° domaine transmembranaire pour former une base de Schiff. L environnement
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protéique autour du chromophore est tel que le domaine d’absorption maximal de la lumiére
par la ChR2 est de 470 nm (lumiére bleue) (figure 27C) (Nagel et al., 2003; Prigge et al.,
2012).

En raison de ces cinétiques rapides d’activation et de dé-activation (Tableau 2), si elle est
exprimée dans un neurone, I’activation de la ChR2 peut évoquer des potentiels d’action de
maniere réversible et temporellement fiable in vitro ou in vivo (Figure 28A-C) (Boyden et
al., 2005; Cardin et al., 2009).

Cinétiques de la ChR2(Boyden et al., 2005; Mattis et al., 2012) :

Temps au pic | Fermeture Toft Désensibilisation 1qes | Récupération 50% / 100%

8-10 ms 11 ms 25-30 ms 3s/30s

Tableau 2 : les principales propriétés biophysiques de la ChR2

A) Fibre optique
Electrode d’enregistrement

B)
lumiére
Activité multi-unitaire W
100 ms
C) N [
lumiére S—

Activité unitaire

50ms

Figure 28: Activité neuronale évoquée par la photo-stimulation de la ChR2, exprimée spécifiquement dans les
interneurones a PV. Adapté de [Cardin et al., 2010]

A) Schéma du protocole d’enregistrement et de stimulation chez la souris anesthésiée.

B) Enregistrements extracellulaires multi-unitaires des réponses a la photo-stimulation de la ChR2, qui consiste en des
créneaux de lumiere d’une durée de 1 ms répétés a 50 Hz. La population de neurones répond de maniere fiable et
temporellement précise a la stimulation a haute fréquence.

C) Enregistrement extracellulaire unitaire d’une réponse a un créneau de lumiére continu durant 100 ms (interneurone PV
exprimant la ChR2).

58



3. Les opsines inhibitrices : halorhodopsine et archéorhodopsine

En neuroscience, et plus particuliére en neurophysiologie de la perception, un trés
grand nombre d’études ont utilisé des approches de 1ésions ou d’inhibition pharmacologiques
pour révéler les fonctions d’une aire corticale ou d’un réseau de neurones. Ces approches
n’offrant pas la possibilit¢ d’étre spécifique et réversible, 1’utilisation d’opsines permettant de
photo-inhiber des neurones cibles représente un enjeu majeur pour comprendre le
fonctionnement cérébral. 1l existe deux grandes classes d’opsines inhibitrices : la classe des
Halorhodopsines (HR), qui sont des pompes a chlore activables par la lumiére (590 nm)
transportant de maniere sélective les ions chlores (du milieu extracellulaire vers le milieu
intracellulaire) ; et la classes des Archeorhodopsines (Arch) également une pompe a proton
photo-activable (530 nm) (laissant passer les protons H* du milieu intracellulaire vers le

milieu extracellulaire).

C’est pour la premiére fois en 2007 qu’une opsine HR a été utilisée pour inactiver des
neurones : l’opsine nommée NpHR, découverte chez une bactéric de la famille des
halobactéries Natronomonas Pharaonis (Lanyi and Oesterhelt, 1982; Han and Boyden, 2007).
La photo-inhibition des neurones par I’halorhodopsine peut permettre de procéder a des
manipulations comportementales, comme cela a été montré chez le rongeur par 1’équipe de
Deisseroth en 2010 (Witten et al., 2010). L halorhodopsine présente cependant le désavantage

de s’inactiver relativement rapidement et les courants évoqués sont plutot faibles.

Cette limitation peut étre palliée par 1’utilisation de 1’autre classe d’opsine, les
archeorhodopsine et plus particuliérement 1’archeorhodopsine-3 (Arch-3). Cette pompe a
protons dont le geéne est extrait de I’haloarchaebactérie Halorubrum Sodomense permet
d’inhiber quasiment a 100% 1’activité des neurones du cortex visuel primaire de la souris qui
I’expriment a leur membrane (Figure 29) (Chow et al., 2010). L’Arch-3 s’inactive peu en

comparaison a la NpHR et présente une désensibilisation plus faible.
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Figure 29 : Effet de la photo-stimulation d’un neurone exprimant I’Arch-3. Adapté de [Chow et al., 2010]

A) Enregistrement extracellulaire d’'un neurone exprimant I’Archeorhodopsine-3 (Arch-3), dans différent protocoles de
photo-stimulation a 593 nm : 5s, 15 s et 1 min d’activation de I’Arch-3 de maniére continue. L’activité supraliminaire du
neurone peut étre inhibée a hauteur de 100%, et perdure tout au long de la photo-stimulation sur plusieurs secondes.

B) Activité d’'un neurone exprimant I'Arch-3 avant, pendant (entre les lignes pointillées orange) et aprés la photo-
stimulation. En haut, raster plot (chaque point est un PA, chaque ligne est un essai) et PSTH représentant fréquence
instantanée moyennée sur les différents essais du neurone au cours des différentes périodes de stimulation. En bas,
moyenne populationnelle de 13 unités photo-stimulée a 593 nm dans les mémes conditions que celles décrites
précédemment.

4. Différentes stratégies d’expression des opsines

Apres avoir sélectionné I’opsine en fonction du type de manipulation souhaité se pose

la question de la stratégie a employer pour 1’exprimer spécifiquement dans un type de

neurones cibles.
4.1. Les vecteurs viraux

Le lentivirus est I’'un des vecteurs viraux les plus utilisés. Sa faible toxicité lui permet
d’étre utilisé dans le cadre de thérapies géniques chez ’Homme, et bien sir dans le cadre de
manipulation génétique chez I’animal. Le lentivirus peut infecter des cellules en division ou
non (donc peut infecter les neurones), et est utilisable chez 1’adulte. L’expression du transgéne
est stable au cours du temps. Le matériel génétique vehiculé par le virus est généralement une
séquence d’ADN contenant le géne d’intérét sous le contréle d’un promoteur fort et/ou
spécifique d’un sous type de neurones (par exemple CamKlla, spécifique des neurones

excitateurs au niveau du cortex).

L’avantage d’un tel virus est qu’il permet une expression génique avec une bonne
résolution spatiale, puisque le site d’expression dépend du site d’injection (et que le mode
d’infection du virus n’est pas trans-synaptique). En revanche, le virus possede un certain

tropisme pour les neurones excitateurs et donc ne semble pas étre approprié pour transfecter
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les interneurones (Nathanson et al., 2009). De plus son volume de diffusion est relativement
faible, il nécessite plusieurs sites d’injection pour infecter une large zone comme le cortex a

tonneaux par exemple.

D’autres types de virus peuvent étre utilisés dans le but d’exprimer une opsine dans les
neurones d’un certain type. Le virus de type Adeno-Associé (Adeno-Associated Virus, AAV)
est plus petit que le lentivirus et de ce fait diffuse plus largement dans le tissu cérébral que ces
derniers. Les AAV peuvent infecter des neurones excitateurs ou inhibiteurs (contrairement
aux lentivirus), et il en existe plusieurs seérotypes (qui ne seront pas détaillés) dont le tropisme
d’infection cellulaire est différent. Les AAV peuvent étre antérogrades, rétrogrades ou trans-
synaptiques (infecter plusieurs neurones en traversant les synapses) et plus sensibles aux

interneurones ou aux neurones pyramidaux.

Deux principales stratégies reposant sur 1’utilisation des AAV permettent 1I’expression
du géne de la ChR2 (ou d’une autre opsine) spécifiquement dans certaines populations
neuronales. La premiére consiste a insérer, comme pour les lentivirus, le géne d’intérét sous le
controle d’un promoteur spécifique : par exemple le promoteur de la Parvalbumine pour une
expression spécifique dans les interneurones PV (Cardin et al., 2009). Une autre stratégie
repose sur une construction virale dans laquelle I’expression du gene de la ChR2 est
constitutivement inhibée par une séquence d’ADN située en amont, la séquence « STOP »
flanquée de deux sites LoxP (LoxP-STOP-LoxP). Ces sites LoxP sont la cible d’une enzyme
particuliere, la Cre-recombinase, qui excise la séquence d’ADN située entre les deux sites
LoxP. Ainsi, I’expression de la ChR2 n’est donc possible que si la séquence « STOP » est
excisée (délétion) par la présence de la Cre-recombinase. Cette protéine peut étre exprimée
spécifiqguement dans des populations neuronales de certaines structures cérébrales de souris

génétiquement modifiées.
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Figure 30: Représentation schématique de la technique de transgénése reposant sur les chromosomes bactériens
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Pour générer ces souris, I’approche consiste a introduire des chromosomes bactériens
artificiels (ou BAC pour « Bacterial Artificial Chromosome ») dans la cellule ceuf fertilisée de
la souris. Ce matériel BAC contient la séquence d’ADN a intégrer au génome de la souris
(celui de la Cre-recombinase) sous le contréle d’un promoteur et flanquée (en amont et en
aval) de deux séquences d’ADN transposables (le transposon Tol2). La micro-injection du
BAC dans le pronucleus (male) de la cellule ceuf est accompagnée de celle de ’ARN
messager qui code pour une protéine particuliere : la transposase. Cette protéine pourra
exciser le fragment d’ADN au niveau des transposons qui sera par la suite intégré de maniére
aléatoire dans le génome de la souris (Figure 30) (Sumiyama et al., 2010). Il existe une
banque de lignées de souris transgéniques qui les répertorie selon le profile spatio-temporel de
I’expression de la Cre-recombinase : le projet GENSAT (Gene Expression Nervous System
Atlas; Gong et al.,, 2003). Plusieurs lignées de souris exprimant le géne de la Cre-
recombinase (voir ci-dessous) dans des sous-populations neuronales spécifiques ont ainsi été
génerées dans le cadre du projet GENSAT, ce qui permet de combiner la strategie BAC a

I’utilisation de vecteurs viraux AAV exprimant le géne de I’opsine.
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Figure 31 : Expression spécifique de la ChR2-YFP dans les neurones qui projettent vers le cortex auditif droit de la souris,
via 'injection des virus rétrogrades de type HSV. Tiré de [Lima et al., 2009].

A) Schéma du protocole expérimental : le virus Herpes Simplex (HSV1) exprimant le gene ChR2-YFP sous le contréle d’un
promoteur fort (EF1) est injecté dans le cortex auditif droit du rat. Le virus infecte de maniere rétrograde les neurones qui
projettent vers ce site d’injection.

B) Section coronale du cerveau du rat 10 jours aprés voir réalisé le protocole décrit en A. Le site d’injection est symbolisé
par l'astérisque a gauche. Les différents carrés pointillés délimitent les zones de marquages obtenus apres I'infection
rétrograde du virus HSV1 (voir C-E).

C) Co-marquage vert (ChR2-YFP) et rouge (Nissl) dans le cortex auditif secondaire, permettant de visualiser tous les
neurones (marquage de Nissl) et plus particulierement ceux exprimant ChR2-YFP.

D) Comme en C., pour le corps géniculé médial (noyau thalamique auditif)

E) Comme en C. et D. pour le cortex auditif primaire controlatéral.

Enfin, un autre type de virus peut étre utilisé avec les mémes stratégies développées ci-
dessus : I’herpes (Herpes Simplex Virus 1, HSV1). Ce type de virus présente la particularité
d’infecter les terminaisons axonales et de voyager de maniere rétrograde le long de I’axone
jusqu’au corps cellulaire. Ainsi I’expression de la ChR2 peut cette fois étre spécifique d’une
population de neurones basée non pas sur leur profil d’expression génique, mais sur leur zone
de projection. Tous les neurones qui sont modulés par la photo-stimulation projettent vers la
zone d’injection du virus rétrograde (Figure 31) (Lima et al., 2009).

L’inconvénient majeur de [’'utilisation du virus HSV1 est I'importante toxicité

cellulaire dont il peut faire preuve, pouvant entrainer d’importantes morts neuronales.
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4.2. L’injection de plasmides par électroporation in utero

Cette technique consiste en une micro-injection de plasmides contenant les séquences
d’intérét dans le ventricule cérébral de souris aux stades embryonnaires. Ces plasmides sont
transfectés dans les cellules adjacentes au ventricule gréce a un courant électrique circulant
entre deux ¢lectrodes situées de part et d’autre de I’embryon. Selon le stade embryonnaire, les
progéniteurs neuronaux présents a 1’aplomb du ventricule donnent naissance aux neurones
glutamatergiques d’une couche corticale spécifique par migration le long de la glie radiaire au
cours du développement. Le stade embryonnaire auquel est effectuée 1’électroporation
détermine donc la couche corticale qui sera transfectée. Lorsque cette approche est utilisée a
E15 chez la souris, elle permet théoriquement de transfecter spécifiquement les neurones

glutamatergiques des couches superficielles du cortex.

Suivant I’orientation de I’anode et de la cathode utilisées pour appliquer les créneaux
de courant, il est possible de viser une aire corticale comme le cortex somatosensoriel
primaire. L’¢€lectroporation est unidirectionnelle, si bien que seule la partie des ventricules
latéraux la plus proche de ’anode sera transfectée par électroporation (Figure 32B) (pour

revue : (Saito, 2006)).

L’utilisation de 1’électroporation in utero s’avére étre une stratégie de premier choix
pour exprimer une opsine (ChR2, Arch, etc.) de maniére spécifique dans les neurones
excitateurs des couches 2/3, et pouvoir ainsi les manipuler de maniére fiable et précise
(Petreanu et al., 2007).
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Figure 32 : Principe général de I'électroporation in utero. Tiré de (A) [Kwan et al., 2012] et (B) [Dal Mashio et al., 2012].
A) Schéma de la migration des neurones corticaux au cours du développement embryonnaire. Avant le début de la

neurogénese, les progéniteurs neuraux (NPs) de la zone ventriculaire (VS, bleu) se divisent de maniére symétrique pour
agrandir le nombre de progéniteurs. A partir du 11e jour du développement embryonnaire (E11), les NPs commencent a se
diviser de maniére asymétrique pour générer des neurones, qui migrent de la VZ via les cellules de la glie radiaire (RGC)
pour atteindre les différentes couches du cortex en développement. Au cours de la neurogénese, divers sous-types de
neurones sont générés de maniere séquentielle via les divisions asymétriques des NPs. Les neurones des couches 6 puis 5
sont les premiers a migrer a partir de E12, puis les neurones de la couche 4 (E14) et enfin des couches 3 et 2 (E15/E16).
Certaines cellules filles des NPs migrent vers la zone sous ventriculaire (SVZ) puis s’y divisent de maniére symétrique pour
former des cellules progéniteurs intermédiaires (IPCs). Ce mode de neurogénése contribue significativement a la formation
des couches superficielles. BV : vaisseau sanguin ; CR : neurone Cajal-Retzius ; DL Pyr : neurone pyramidal des couches
profondes ; UL Pyr : neurone pyramidal des couches superficielles ; WM : substance blanche

B) Schéma du protocole expérimental d’injection d’ADN par électroporation in utero. L’ADN est micro-injecté dans les
ventricules latéraux puis les électrodes (deux ou trois suivant les structures visées) sont placées et orientées de telle
maniére que seuls les progéniteurs neuronaux qui donneront les neurones migrant vers la structure d’intérét sont
électroporés et incorporent I’ADN. En fonction du stade embryonnaire auquel est réalisé I'électroporation (voir A.), il est
possible de cibler I'une des 6 couches du cortex.
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5. Considérations techniques en lien avec I’outil optogénétique

Est-ce que I’expression de protéines exogenes a la surface membranaire des neurones,
pouvant induire des courants entrants ou sortants de cations ou d’anions, modifie le

fonctionnement normal des neurones qui I’expriment ?

Cette question est primordiale et doit étre explorée avant toutes utilisations de
I’optogénétique. Puisqu’un nombre conséquent de protéines exogenes se retrouvent logées a
la membrane plasmique, il est envisageable que cela affecte la morphologie globale des
neurones qui ’expriment. Une étude a montré qu’une expression a long terme de la ChR2
(chez le rat, supérieur & 40 jours) modifie la morphologie des axones exprimant 1’opsine, et
conduit & des synapses surnumeéraires, anormalement larges et ectopiques (Miyashita et al.,
2013). Ce résultat reste debattu parce que les auteurs ont utilise une ChR2 « humanisée »
(ChR2-H134R), différente de la ChR2 classiquement utilisée. Les propriétés intrinséques des
neurones exprimant la ChR2 ne semblent pas étre modifiées par la simple présence de ces
canaux (Kravitz et al., 2010). Une autre considération importante porte sur les modifications
potentiellement inductibles non pas par la simple présence des canaux, mais par leur activité
biophysique. Une activation prolongée d’une opsine excitatrice (courants sodiques, calciques)
ou inhibitrice (chlores, protons) peut modifier les concentrations ioniques extracellulaires, ce
qui peut altérer I’activité des neurones locaux qui n’expriment pas I’opsine a leur membrane
(Ferenczi and Deisseroth, 2012). Par ailleurs, la photo-stimulation de la ChR2 évoque de
larges courants calciques entrants et peut donc induire des phénomenes de plasticité au sein

du réseau de neurones stimulés (Schoenenberger et al., 2011).

L’un des moyens les plus simples et employés pour stimuler la ChR2 (par exemple)
passe par ’utilisation de fibres optiques (LED) dont I’extrémité peut étre plus ou moins fine
selon les besoins expérimentaux. La lumiére diffuse a partir de cette extrémité sous forme de
cone plus ou moins large (dépendant de la largeur de la pointe) et la puissance de la lumiere
projetée décroit avec I’épaisseur du tissu visé. Chez un animal anesthésié (ou éveillé), ces
stimulations peuvent étre appliquées a travers la dure-mere en placant la fibre optique a
I’extérieur du cerveau (au-dessus d’une fenétre de craniotomie). La fibre optique peut
également étre implantée dans des structures cérébrales plus ou moins profondes.
Lorsqu’utilisé a I’extérieur du cerveau, le faisceau de lumicre peut créer d’ importants artefacts
¢lectriques en illuminant I’¢électrode d’enregistrement électrophysiologique (métal, tungstene,

fil d’argent dans une pipette de verre, etc.). Ces artefacts de stimulations (visibles
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essentiellement sur les potentiels de champs locaux) peuvent étre différenciés de ’activité
neuronale par leurs faibles latences par rapport au créneau de lumiére (Cardin et al., 2010). Il
est possible de prévenir ’apparition de ces artefacts en minimisant le temps et la surface
d’exposition du métal a la photo-Stimulation. Enfin, il est primordial d’étre tres
précautionneux sur la puissance lumineuse délivrée au travers de la fibre optique. Il a été
reporté qu’une stimulation supérieure 2 100 mW.mm sur une période prolongée (>500 ms)
peut entrainer d’importants dommages de la partie du cortex exposée aux faisceaux de
lumiere (Cardin et al., 2010).

La résolution spatiale est extrémement faible, mais n’est pas une limitation technique
majeure lorsqu’il s’agit de manipuler simultanément une large fraction de neurones a 1’échelle
d’une aire corticale (O’Connor et al., 2013). Il est tout de méme possible d’augmenter
drastiquement la résolution spatiale des photo-stimulations a I’échelle du neurone ou méme de
I’épine dendritique a I’aide de lasers, notamment pour construire une carte spatiale de la
distribution d’entrées synaptiques (Petreanu et al., 2009; Papagiakoumou et al., 2010; Packer
etal., 2012).

6. Quelques exemples d’utilisation d’approches optogénétiques pour dissequer le

role de la connectivité corticale dans le traitement sensoriel

Les premieres utilisations de 1’optogénétique ont tres vite été orientées vers le role
fonctionnel des différents sous-types d’interneurones corticaux (Cardin et al., 2009).
Déterminer comment les différents interneurones transforment les réponses sensorielles des
neurones excitateurs est une question centrale en neurophysiologie. Le réle de chacun des
sous-types d’interneurones dans I’intégration sensorielle est une question rendue abordable
grace a ’expression spécifique de la ChR2 ou encore de I’Halo/Archeorhodopsine dans les

différents interneurones corticaux (PV+, SOM+, VIP).

Parce qu’ils projettent vers des territoires neuronaux différents (connexions
périsomatiques, dendritiques ou axo-axonales), qu’ils possedent des profiles
¢lectrophysiologiques distincts et qu’ils sont inscrits dans des sous-réseaux neuronaux
differents, les interneurones corticaux de differents types moléculaires peuvent avoir un réle
spécifique sur la maniére dont ils modulent les réponses sensorielles. Les premiers travaux ont
cherché a comprendre notamment comment les interneurones a parvalbumine modulent les
propriétés intégratives des neurones excitateurs, entre autres parce qu’ils représentent la

moitié des interneurones GABAergiques du cortex. En réponse a des stimuli visuels de
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différentes orientations, Atallah et collaborateurs ont suggéré que les interneurones a
parvalbumine des couches 2/3 ont trés peu d’impact sur la sélectivité a ’orientation (et a la
direction) des neurones excitateurs (couches 2/3), mais peuvent moduler le gain des réponses
sensorielles (Atallah et al., 2012) (Figure 33). Les auteurs ont tiré profit de 1’utilisation de la
ChR2 et de I’Arch (deux conditions expérimentales distinctes) exprimées dans ces
interneurones pour manipuler de maniere bidirectionnelle leur activité, et en déterminer les
effets sur les réponses sensorielles des neurones excitateurs. Alors que la suppression de
I’activité des interneurones a parvalbumine (lorsqu’ils expriment 1I’Arch) entraine une
augmentation des réponses des neurones excitateurs, les photo-stimulations excitatrices de ces
interneurones (lorsqu’ils expriment la ChR2) suppriment une partie des réponses sensorielles

des neurones excitateurs.
A) B)
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Figure 33 : Effets de la manipulation bidirectionnelle des interneurones PV exprimant soit la ChR2 soit I'Arch, sur les
réponses des cellules pyramidales a des stimuli visuels de différents contrastes. Tiré de [Atallah et al., 2012].
A) A gauche, réponses a différents contrastes d’une cellule pyramidale dans une condition contréle (en noir) ou pendant
I'inactivation des interneurones PV exprimant I’Arch (en vert). A droite, en gris : fréquences de décharge de la cellule
pyramidale évoquées par les stimuli visuels pendant la suppression de I'activité des interneurones PV, exprimées en
fonction de la condition contréle (chaque cercle est un des 8 contrastes utilisés pour chaque cellule). Les lignes grises sont
les fits linéaires de chaque cellule, la ligne verte est la moyenne des fits linéaires en gris. Si la suppression des
interneurones PV n’a pas d’effet sur les réponses sensorielles des cellules pyramidales, alors la moyenne des fits linéaires
devrait étre proche de la premiere bissectrice de cette représentation graphique. Or I’équation de ce fit linéaire moyen est
y=1.4x + 0.3. Le coefficient directeur étant strictement supérieur a 1, le fit linéaire moyen permet de se rendre compte d’un
effet multiplicatif sur le gain des réponses sensorielles lorsque les interneurones PV sont inhibés.
B) Comme en A. sauf que les interneurones PV expriment la ChR2 et sont activés par la photo-stimulation (en rouge). A
droite, la ligne rouge est la moyenne des fits linéaires en gris. L’effet de I'activation des interneurones PV est inverse a
I'effet en A., indiquant un effet de division sur le gain des réponses sensorielles (y = 0.7x - 0.3).

L’expression des réponses sensorielles mesurées en fonction de 1’intensité du contraste
permet d’observer une relation sigmoidale entre la réponse et le stimulus (Figure 33A,
relation entrée-sortie a gauche). L’inhibition des interneurones PV (Arch+) entraine une
augmentation de la réponse maximale (au plateau) des neurones pyramidaux, et dans une
moindre mesure les réponses sensorielles pour des faibles contrastes. Afin de déterminer la
relation entre cette facilitation et I’intensité du stimulus, les auteurs ont exprimé les réponses

contrdles a chacun des huit contrastes de tous les neurones pyramidaux enregistrés en fonction
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des réponses en condition facilitée (suppression des interneurones PV). S’il n’y avait aucun
effet de la photo-stimulation, toutes les réponses (contr6le vs photo-stimulation) seraient
distribuées le long de la premiere bissectrice du graphique (relation linéaire de coefficient
directeur égale a 1). La moyenne des régressions linéaires reflete une modulation
multiplicative des réponses facilitées, reflétée par un coefficient directeur supérieur a celui de
la premiére bissectrice sans modification significative de 1’ordonnée a I’origine (Figure 33A,
en vert a droite). Cette augmentation de la pente suggere fortement que la suppression des
interneurones PV entraine une modulation multiplicative du gain des réponses sensorielles des
neurones pyramidaux. De la méme maniere, la diminution de la pente des relations linéaires
entre les réponses contrbles et les réponses supprimées par la photo-activation des
interneurones a PV (ChR2+, Figure 33B a gauche) indique une modulation divisive du gain
(Figure 33B, en rouge a droite).

Ce résultat a été confirmé par une autre étude (Wilson et al., 2012). Par ailleurs, dans
le cadre de cette deuxiéme étude, les auteurs ont également étudié le rdle des neurones
exprimant la somatostatine dans la modulation des réponses sensorielles des neurones
excitateurs. Ils ont ainsi montré que cette classe d’interneurones module la sélectivité a
I’orientation des neurones excitateurs sans modifier le gain de leurs réponses a des
stimulations de différents contrastes.

Ceci laisse penser que la connectivité entre les interneurones a parvalbumine et les
neurones excitateurs, différente de celle des interneurones a somatostatine, peut expliquer la
maniere dont les interneurones modulent les réponses sensorielles. Les interneurones a
parvalbumine ont tendance a se connecter a des neurones excitateurs qui partagent des
sélectivités (a D’orientation) similaires, tandis que les interneurones a somatostatine sont
moins spécifiques au regard de la sélectivité sensorielle des neurones pyramidaux (Figure 34)
(Wilson et al., 2012). Ainsi, I’inhibition par les interneurones a parvalbumine est moins forte
pour des orientations non préférentielles et maximum pour I’orientation préférée (commune
aux neurones excitateurs cibles). Donc la modulation des réponses sensorielles n’est pas
uniforme, quelle que soit la stimulation, caractéristique de la modulation du gain (effet
divisif). A I’inverse les interneurones a somatostatine exercent, a 1’échelle de la population,
une inhibition plus constante sur les neurones excitateurs, quelle que soit la stimulation

conduisant a une modulation du seuil des réponses sensorielles (effet soustractif).
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Figure 34 : Effets de la stimulation des interneurones PV ou SOM exprimant la ChR2 sur les réponses sensorielles des
neurones pyramidaux. Tiré de [Wilson et al., 2012].

e., f) Courbes de sélectivité a I'orientation des stimuli visuels (drifting grating) de 4 cellules pyramidales avec en noir, les
conditions controles ; en bleu, la photo-stimulation des interneurones PV exprimant ChR2 ; et en violet, la condition de
photo-stimulation des interneurones SOM exprimant ChR2. Les réponses sensorielles sont supprimées lors de la stimulation
des PV ou des SOM.

g., h) Représentation graphique de la suppression normalisée, en fonction de I'amplitude de la réponse contrdle pour deux
exemples de cellules (en bleu, condition PV activées ; en violet, SOM activées). Le coefficient directeur plus grand pour la
courbe bleue indique que la suppression augmente avec I'amplitude des réponses sensorielles, compatible avec un effet de
division du gain des neurones. Pour la condition SOM-activées, I'amplitude de la suppression est moins sensible a
I’'amplitude des réponses sensorielles, compatible avec un effet soustractif.

i) Fonction de densité cumulée des distributions des pentes des courbes en g. et h., pour toutes les cellules supprimées par
I"activation des PV (en bleu) et des SOM (en violet).

j., k) Données de toutes les cellules obtenues montrant I'amplitude de suppression induite par les PV et les SOM a différents
niveaux de réponses sensorielles. Les astérisques indiquent une différence significative. Pour la condition PV-activées, la
suppression est d’autant plus forte que la réponse est ample.

I., m) Courbes moyennes de sélectivité des neurones excitateurs dans la condition contrdle (noir), PV-activées (bleu) ou
SOM-activées (violet). A noter I'effet de suppression différentiel de I'activation des PV en fonction de I'amplitude des
réponses sensorielles, comme évoqué en g. et j. A I'inverse, I'amplitude de la suppression est relativement la méme quelle
que soit 'amplitude des réponses sensorielles lorsque les interneurones SOM sont activés, comme évoqué en h.

Les auteurs ont évalués les effets divisifs induits par les interneurones PV et
soustractifs par les interneurones SOM suggérés précedemment sur le gain des réponses
sensorielles des neurones pyramidaux. Ils ont pour cela mesuré I’amplitude des réponses en
fonction des stimulations visuelles de contrastes croissants. La maniere dont la manipulation
des interneurones PV ou SOM modifie les paramétres des courbes représentatives des
relations entrée-sortie permet d’estimer I’effet divisif ou soustractif des suppressions
sensorielles. L’activation des interneurones PV diminue la réponse maximale (Rmax) sans
modifier le point de demi-saturation (C50), tandis que les interneurones SOM modifient a la
fois le Rmax et le C50 (Figure 35). L’extrapolation de tels résultats permet aux auteurs de
suggerer que la photo-activation des interneurones SOM diminue de maniére uniforme les

réponses sensorielles des neurones pyramidaux (soustractif), tandis que les interneurones PV

70



diminuent la pente (divisif) des relations entrée-sortie.
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Figure 35 : Effets de la stimulation des interneurones PV ou SOM exprimant la ChR2 sur les réponses a des stimuli visuels
de contrastes croissants. Tiré de [Wilson et al., 2012].

a) Exemple de réponses d’un neurone a des stimuli de type drifting grating a I'orientation préférentielle et de contraste
croissant.

b) Détails des différents paramétres d’analyse des relations entrée-sortie sigmoidale. Rmax : réponse maximale; C50
contraste a demi-saturation de la réponse.

c., d) Quatre exemples de cellules dont les réponses aux différents contrastes étaient supprimées par |’activation des PV
(bleu) ou les SOM (rose). Les C50 sont symbolisés par les cercles verts.

e) Relations entre I'amplitude de suppression (normalisée) et les réponses sensorielles lors de I'activation des PV (pente =
0.15).

f) La suppression moyenne versus la pente était significativement plus grande lors de I'activation des PV que celle des SOM.
g., h) Données populationnelles de I'amplitude des suppressions en fonction de I'amplitude des réponses. L’activation des
interneurones PV entraine une suppression qui croit avec la réponse maximale, alors que les SOM entrainent une
suppression uniforme.

i., j) Modification du Rmax et du C50 lors de I'activation des interneurones PV ou SOM par rapport aux conditions contréles
(Ctrl).

Parallélement d’autres études ont utilisé des approches optogénétiques pour étudier le
réle des neurones inhibiteurs des différentes couches dans la modulation des réponses

sensorielles des neurones des couches de sortie du cortex.

Dans le cortex visuel de la souris, il a été montré que la manipulation spécifique de
I’activité des neurones excitateurs de la couche 6 permet de moduler le gain des réponses

sensorielles des neurones de la couche 5 (Olsen et al., 2012). Les auteurs ont procéde a des
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stimuli visuels de type drifting grating de différentes directions, et ont comparé les réponses
sensorielles des neurones de sortie du cortex en condition contréle ou avec la photo-
activation/photo-suppression des neurones de la couche 6 qui expriment specifiquement la
ChR2 ou I’Arch (placées sous le promoteur NTSR1, spécifique des neurones cortico-
thalamiques L6). Lorsque les neurones excitateurs de la couche 6 sont activés, les réponses
sensorielles de la couche 5 sont supprimées (Figure 36A). La suppression est plus importante
pour la direction préférentielle que pour les autres directions et n’altére pas le profile de
sélectivité a la direction du neurone. De plus, la relation linéaire entre les réponses avec et
sans photo-activation de la couche 6 indique que cette suppression module le gain des
neurones de la couche 5 de maniére divisive (Figure 36B-C). Les auteurs ont ensuite photo-
inhibé la couche 6 (Arch+), ils ont pu observer une augmentation des réponses sensorielles au
niveau des neurones des autres couches (Figure 36D). De maniére cohérente avec les
résultats obtenus avec la ChR2, la photo-inhibition de la couche 6 module le gain des
neurones de la couche 5 de maniére multiplicative (Figure 36E-F). Les auteurs ont également
reporté une suppression des réponses sensorielles des neurones excitateurs des couches 2/3 et
4 (et 6) identique a celle observée dans la couche 5 lorsque la couche 6 est photo-activée.
Dans une étude plus récente, ce méme groupe révele que cette modulation du gain des
réponses sensorielles par 1’activité des neurones de la couche 6 passe par le recrutement
d’interneurones inhibiteurs (exprimant la parvalbumine) de cette méme couche qui projette

vers toutes les autres couches corticales (Figure 36G) (Bortone et al., 2014).
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Figure 36 : La couche 6 module de maniére bidirectionnelle les réponses sensorielles de la couche 5, sans altérer la
sélectivité a la direction. Adapté de [Olsen et al., 2012] et [Bortone et al., 2014]
A) Exemple de la réponse sensorielle d’un neurone de la couche 5 a sa direction préférentielle, en conditions controle et

avec photo-activation de la couche 6 (bleu).

B) La sélectivité a la direction du neurone en A) n’est pas modifiée malgré la suppression des réponses sensorielles (courbe
en bleu). En-dessous, représentation populationnelle de la sélectivité a la direction de tous les neurones de la couche 5
enregistrés en contréle et avec photo-stimulation de la couche 6.

C) Amplitudes normalisées des réponses sensorielles en condition contréle (abscisse) et en condition de photo-activation de
la couche 6 (ordonnée). La droite en bleu montre la régression linéaire des réponses dont le coefficient directeur est
diminué par rapport a la premiére bissectrice (droite linéaire en gris).

D, E, F) Idem qu’en A, B, C) pour la condition de photo-inhibition des neurones excitateurs (Arch+) de la couche 6.

G) Schéma de la connectivité corticale qui sous-tend la modulation du gain des réponses sensorielles des différentes
couches. Les neurones cortico-thalamiques (en rouge) recrutent des interneurones PV de la couche 6 qui contactent les
cellules excitatrices des autres couches corticales.

Enfin une étude récente a exploré le r6le de la manipulation des neurones excitateurs
de la couche 4 dans le contrdle des réponses sensorielles des neurones des autres couches et
en particulier celles des neurones de la couche 5. Cette étude suggere dans un premier temps
que la photo-inhibition spécifique des neurones excitateurs de la couche 4 (Halorhodopsine,
eNpHR3+) conduit a la suppression des réponses sensorielles des couches 2/3 (Figure 37A)
(Pluta et al., 2015). Ce résultat confirme I’hypothése formulée par Guilbert & Wiesel quant au
réle des neurones excitateurs de la couche 4 dans le déterminisme des réponses sensorielles
des neurones des couches superficielles. Par contre, et de maniére surprenante, cette méme
manipulation entraine une augmentation de I’amplitude des réponses sensorielles des
neurones de la couche 5 (Figure 37A-B). A I’inverse, la photo-activation de la couche 4

entraine une facilitation des couches 2/3 et une suppression des réponses sensorielles dans la
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couche 5 (Figure 37C-D). Les auteurs ont par ailleurs constaté par des enregistrements
intracellulaires en patch-clamp que les interneurones de type fast spiking de la couche 5
regoivent moins d’entrées synaptiques excitatrices au cours de la photo-inhibition de la
couche 4. Ce résultat suggere que la couche 4 projette des afférences excitatrices directes vers
les interneurones de la couche 5. La photo-inhibition de ces afférences excitatrices pourrait
entrainer une levée d’inhibition des neurones pyramidaux, expliquant ainsi la facilitation
observée. Pour tenter d’expliquer les mécanismes sous-jacents a ce résultat, les auteurs ont
procédé a des expériences in vitro. Leur hypothése était que la photo-activation de la couche 4
(ChR2+) pourrait exciter directement les interneurones inhibiteurs de la couche 5, qui
inhiberaient ensuite les neurones pyramidaux. lls ont pour cela enregistré en intracellulaire in
vitro des interneurones de la couche 5 et observé une activation supraliminaire consécutive a
la photo-activation de la couche 4. Afin de déterminer I’existence potentielle d’une connexion
directe entre les neurones excitateurs de la couche 4 et les interneurones de la couche 5, les
auteurs ont procédé a des paires d’enregistrements intracellulaires in vitro. Ces
enregistrements leur ont permis de montrer I’existence d’une connexion monosynaptique
directe (feedforward) entre les neurones excitateurs de la couche 4 et les interneurones de la
couche 5. L’inhibition des neurones pyramidaux de la couche 5 par les interneurones recrutés
par cette voie inhibitrice translaminaire L4-L5 persistait lorsque les auteurs ont procédé a une

ablation des couches 2/3, renforcant I’hypothése d’une voie inhibitrice directe.
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Figure 37 : Effets bidirectionnels de la manipulation de I’activité des neurones excitateurs de la couche 4 sur les réponses
sensorielles des couches 2/3 et 5. Tiré de [Pluta et al., 2015]
a) Les PSTH et représentations en raster montrent que la photo-inhibition (en rouge) de la couche 4 supprime les réponses

sensorielles des neurones supposés excitateurs des couches 2/3 (en haut) et facilite celle des neurones supposés
excitateurs de la couche 5 (en bas) par rapport a la condition contréle (en noir).

b) Histogramme des index de modulation optogénétique (OMI) induits par la photo-inhibition de la couche 4 en fonction de
la distribution laminaire des neurones enregistrés. Un OMI négatif indique un effet suppressif sur les réponses sensorielles,
un OMI positif reflete un effet facilitateur.

¢, d) Comme en a, b) pour les expériences de photo-activation des neurones excitateurs de la couche 4 (en bleu).
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De I’ensemble des résultats obtenus via les manipulations optogénétiques, il est
possible de supposer que 1’inhibition pharmacologique de la couche 4 peut entrainer des effets
antagonistes sur les propriétés intégratives des neurones de la couche 5 : cela induit une levée
d’excitation des neurones des couches 2/3 de maniére concomitante a une levée d’inhibition
des neurones de la couche 5. Les résultats obtenus par Pluta et collaborateurs indiquent donc
de potentiels effets antagonistes de 1’inactivation pharmacologique de la couche 4 réalisée par
Constantinople & Bruno. Cette manipulation entraine une suppression des réponses
sensorielles des neurones des couches 2/3 et une levée d’inhibition des neurones de la couche

5 par une voie translaminaire directe.
Dans ce contexte, le réle spécifique du recrutement des neurones pyramidaux des

couches 2/3 sur le traitement sensoriel opéré par les neurones de la couche 5 reste a mettre en

évidence.
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D. Résultats

Préambule

Chez les mammiferes, les aires corticales primaires sont caractérisées par une
organisation tangentielle en colonnes fonctionnelles au sein desquelles les neurones partagent
les mémes champs récepteurs. Par ailleurs, chaque colonne est divisée en six couches. A partir
de données anatomiques, un modéle dit «canonique » de traitement de 1’information
sensorielle a été propose. Selon ce modele, il existerait un traitement sériel des informations

sensorielles a travers les différentes couches de chaque colonne corticale.

Ce modeéle, proposé par Gilbert et Wiesel a la fin des années 60, stipule que le
traitement cortical de I’information sensorielle serait d’abord prétraité dans la couche 4 (L4)
du cortex qui recoit les informations en provenance du monde extérieur par le thalamus. Ces
informations seraient ensuite relayées aux couches superficielles (L2/3) par les neurones
excitateurs de la couche 4 puis aux neurones des couches profondes qui sont densément
innervés par les neurones pyramidaux glutamatergiques des couches 2/3 et qui constituent la
principale sortie du cortex. Ainsi, le rdle de la connectivité interlaminaire L2/3-L5 dans le

traitement sensoriel reste a ce jour non élucidé.

C’est dans ce contexte que nous avons employé une approche optogénétique pour 1)
évaluer comment les propriétés de la connectivité interlaminaire entre les neurones des
couches 2/3 et les neurones de la couche 5 dépendent de 1’activité des neurones des couches
superficielles in vitro, et ii) déterminer son implication dans le traitement sensoriel opéré par

les neurones des couches profondes chez la souris anesthésiée ou éveillée.

Nous avons réalisé cette étude au niveau du cortex somesthésique qui traite les
informations en provenance des vibrisses, un modele d’étude tres populaire en
neurophysiologie de la perception. En effet, alors que les primates utilisent en général leurs
doigts afin de procéder a des explorations tactiles de leur environnement extérieur, les
rongeurs le font en utilisant leurs vibrisses (Wilent and Contreras 2004 ; Ritt et al. 2008). De
par sa taille, ce systeme est le plus grand des circuits sensoriels chez le rongeur, est tres facile
d’acces et possede un corrélat anatomique qui permet de distinguer les colonnes corticales :
« les barrels » ou tonneaux des couches IV pouvant étre révélés a 1’aide d’un marquage a la

cytochrome oxydase (Diamond and Arabzadeh 2013).
Nous avons dans un premier temps exprimé la Channelrhodopsine-2 (ChR2) a la
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surface des membranes des neurones excitateurs pyramidaux des couches 2/3 du cortex a
tonneaux grace a la technique d’électroporation in utero. Cette stratégie nous a permis de
stimuler de maniére spécifique, réversible et temporellement précise 1’activité des neurones
des couches 2/3 a différentes fréquences allant de 3 a 30 Hz, et d’en étudier les effets sur
I’excitabilité des neurones pyramidaux de la couche 5 en procédant a des enregistrements
intracellulaires (patch-clamp) in vitro. En effet, les études qui avaient été précédemment
effectuées in vitro ont essentiellement €été conduites en présence de bloquant de la
transmission synaptigue GABAergique ou bien en réalisant des enregistrements
intracellulaires en configuration voltage-imposé au potentiel d’inversion du chlore. Or cette
connexion L2/3-L5 est complexe, elle recrute a la fois des neurones excitateurs de la couche 5
mais active également de maniére disynaptique des interneurones inhibiteurs. 1l est possible
que ces circuits excitateurs et inhibiteurs soient différemment recrutés en fonction du patron

d’activité des neurones des couches 2/3.

Nous avons d’abord réalisé des enregistrements des neurones de la couche 5 en
configuration voltage-imposé. La comparaison des composantes excitatrices et inhibitrices
des courants évoqués par la photo-stimulation des neurones pyramidaux des couches 2/3
indique que ces stimulations évoquent une augmentation des conductances inhibitrices et

excitatrices évoquées quelque soit leur fréquence.

Afin de déterminer 1’effet net de ces conductances excitatrices et inhibitrices évoquées
par les photo-stimulations a différentes fréquences sur le patron d’activité des neurones
pyramidaux de la couche 5, nous avons ensuite réalisé dans les mémes conditions des
enregistrements intracellulaires en configuration courant-imposé. Nous avons observé que la
fréquence de décharge des neurones (excitateurs mais aussi inhibiteurs) de la couche 5

augmentait avec la fréquence de la photo-stimulation.

Enfin, nous avons évalué I’impact de la manipulation de I’activité des neurones des
couches 2/3 sur I’activité des neurones des couches profondes en réponse a des stimuli
vibratiles de la vibrisse principale (30 Hz pendant 1 s). Nous avons pour cela exprime
1’ Archeorhodopsine-3 (Arch-3) dans les neurones pyramidaux des couches 2/3 afin de photo-
inhiber de maniére réversible leur activité (stimulation continue de 2 s, démarrant 500 ms
avant la stimulation sensorielle). Dans ces conditions, nous avons réalisé des enregistrements
extracellulaires chez des animaux anesthesiés et éveillés des réponses sensorielles des
neurones des couches profondes en condition contrble et avec la photo-suppression de

I’activité des neurones des couches 2/3.
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Tout d’abord, nous avons vérifi¢ que les réponses des neurones des couches
superficielles & des stimuli soutenus de la vibrisse principale étaient supprimées par la photo-
stimulation des neurones des couches 2/3 exprimant 1I’Arch-3. Ensuite, nous avons étudié les
effets de la photo-suppression de I’activité des neurones des couches 2/3 sur les réponses
sensorielles des neurones de la couche 5. Cette photo-inhibition entrainait une suppression a
hauteur de 30% de 1’amplitude des réponses sensorielles des neurones des couches profondes.
Ainsi, pour la premiére fois, nous démontrons que ’activité¢ des neurones des couches 2/3

amplifie les réponses sensorielles des neurones de la couche 5.

Par ailleurs, I’effet de I’activité des neurones des couches 2/3 sur les réponses
sensorielles des neurones de la couche 5 ne se traduisait pas uniquement par la simple
amplification des réponses. En effet, nous avons démontré que I’amplitude de la suppression
des réponses sensorielles dépend de la vélocité du stimulus : la suppression était d’autant plus
forte que les vélocités éetaient élevées. Cette modulation dépendante de I’intensité du stimulus
est congruente avec une modification multiplicative du gain des réponses sensorielles des

neurones de sortie de la couche 5.

L’ensemble de nos résultats montrent pour la premiére fois i) que les neurones
excitateurs des couches 2/3 jouent un role majeur dans le transfert des informations
sensorielles vers les neurones de la couche 5 et ii) que 1’activité de ces neurones amplifie les
réponses sensorielles et implémente une modulation du gain des fonctions de transfert des

neurones de sortie du cortex.
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Abstract:

A striking feature of primary sensory areas is their organization into functional columns
among which neurons share the same receptive field properties. Each column is vertically
divided into six layers; however the role of such laminar organization is still poorly
understood. Initial anatomical and physiological studies suggested that the sensory
information relayed from the thalamus is serially processed in cortical columns. It is supposed
to propagate from layer 4 (L4) up to L2/3 and down to L5, which constitutes the main output
of the cortex. However, more recent in vivo experiments involving pharmacological

inactivation of L2/3 point toward the existence of a direct processing of thalamic input by L5.
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Therefore, the role of the L2/3 to L5 pathway in sensory processing is now highly debated.
Using cell-type specific and reversible optogenetic manipulation in the somatosensory cortex
of anesthetized and awake mice, we demonstrate that L2/3 pyramidal neurons finely control

the gain of sensory responses in L5 neurons.

Introduction:

All primary sensory cortical areas are divided vertically into 6 layers; however the role of
such laminar organization in sensory processing is a matter of controversy (Douglas and
Martin, 2007; Harris and Shepherd, 2015). Pioneering anatomical reconstruction of
physiologically identified neurons suggested the existence of a canonical circuit model, within
which sensory information is serially processed (Gilbert and WIESEL, 1979). In this model,
sensory information is first preprocessed in L4, which constitutes the main thalamo-recipient
layer. Then sensory information is sent up to L2/3, which constitutes the main output of
excitatory L4 neurons. Eventually, sensory information propagates down to L5 neurons,
which receive dense excitatory projections from L2/3 pyramidal neurons and drive subcortical
structures involved in action such as the basal ganglia, the colliculus and the spinal cord
(Douglas and Martin, 2004).

This canonical model was further supported by paired recordings, glutamate uncaging and
channelrhodopsin-2-assisted circuit mapping experiments in slices (Petreanu et al., 2007;
Lefort et al., 2009; Hooks et al., 2011). Indeed, all these studies showed that L4 to L2/3 and
L2/3 to L5 pathways are the most powerful translaminar excitatory connections in primary
sensory areas. However, subsequent anatomical experiments revealed that thalamocortical
axons also innervate deep layer neurons (Wimmer et al., 2010). Furthermore, both in vitro and
in vivo physiological experiments confirmed the existence of functional excitatory
connections between thalamic and L5 neurons, which challenges the serial model (Bureau et
al., 2006; Constantinople and Bruno, 2013).

More surprisingly, a recent study involving a pharmacological approach failed to unravel any
systematic effect of the inactivation of layer 2/3 on the sensory responses of most L5 neurons
of the rodent somatosensory cortex, suggesting a functional disconnection between superficial
and deep layers during sensory processing (Constantinople and Bruno, 2013). However, one
limitation of this study is the use of a non-reversible manipulation that is not specific to any
particular cell type. This might leads to confounding effects related to the concomitant
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manipulation of multiple neuronal circuits with potentially opposed effects on downstream
elements (Pluta et al., 2015). Furthermore, the experiments have been performed only under
anesthesia, a state in which spontaneous and sensory evoked cortical dynamics are known to
be altered (Haider et al., 2013). Finally, only transient stimuli of relatively low velocity were
used, while it is known that in the natural environment sensory stimuli are often sustained and
have complex temporal structures (Ritt et al., 2008; Wolfe et al., 2008; Lottem and Azouz,
2009). Sustained stimulations lead to adaptation in cortical networks, a regime during which,
excitatory and inhibitory circuits are differentially recruited (Higley and Contreras, 2006;
Katz et al., 2006). Indeed, the L2/3 to L5 pathway is complex. Pyramidal L2/3 neurons are a
direct source of excitatory input to L5 pyramidal neurons, but they also indirectly inhibit them
by exciting GABAergic cells located either in L2/3 or in L5 (Helmstaedter et al., 2009;
Adesnik and Scanziani, 2010; Kétzel et al., 2011). Consequently, the scale and the sign of the
modulation of L5 excitability by L2/3 pyramidal neurons (enhancement or suppression) will
depend on the interactions and balance between di-synaptic feedforward inhibition and
monosynaptic excitation, which might be activity dependent (Pouille and Scanziani, 2004,
Crandall et al., 2015).

In the present study, we used an optogenetic approach strategy to investigate the activity
dependent properties of the L2/3 to L5 pathway in vitro and its contribution to the sensory
processing operated by deep layer neurons of both anesthetized and awake animals. We
explored these questions in the whisker to barrel system of mice. Indeed, while human and
non-human primate use their fingers to gather information about their nearby environment,
rodents proceed to tactile explorations using their whiskers (Diamond et al., 2008). Because
each cortical column that receive information about whisker motions is defined by a L4
structure called a barrel, which can be clearly visualized, the barrel cortex of rodents is an
attractive model system for the study of cortical connectivity (Woolsey and Van der Loos,
1970).

Methods:

Experiments were conducted in accordance with the ethical guidelines of the Federation for
Laboratory Animal Science Associations (FELASA) recommendations and with the approval
of the French National Ethic Comity for Sciences and Health report (authorization number:
02564.02)
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In utero electroporation.

The constructs were inserted into pPCAGGS vector modified for in utero electroporation.
DNAs were purified and concentrated using Qiagen plasmid preparation kits and dissolved in
10 mM Tris-HCI (pH 8.0).

L2/3 progenitor cells were transfected via in utero electroporation. Embryonic day 16 timed-
pregnant C57BL/6J mice (Janvier labs) were deeply anesthetized using an isoflurane-oxygen
mixture (2 to 3% of isoflurane in O,) delivered by an anesthesia regulator (Tem Sega). The
uterine horns were exposed and 1 pL of DNA solution with 0.05 % of Fast Green (Sigma)
was pressure injected (Picospritzer, General Valve) through a pulled glass capillary tube (30—
40 um tip diameter) into the left lateral ventricle of each embryo. The DNA solution
contained either a mixture of plasmids encoding ChR2-Venus and GFP in a 3:1 molar ratio or
only the plasmid encoding ArchT-GFP. In both cases, final concentration of DNA was set to
be 2ug/ul. The head of each embryo was placed between tweezer electrodes (NEPA GENE),
with the positive plate contacting the left side of the head. Electroporation was achieved with
five square pulses (duration 50 ms, frequency 1 Hz, 45 V). The uterus was then returned to
the abdominal cavity, and the abdominal wall and skin were sutured. Buprenorphine was
given for post-operative analgesia (0.05 mg/kg, twice at 8 hr interval). Pups were born by

natural delivery.

GFP fluorescence was used to screen for positive animals under a fluorescent dissecting scope
(MVX10, Olympus), 1 day after birth. The transfected cortical region in electroporated
animals was always restricted to L2/3 in the electroporated hemisphere and usually
encompassed most of the somatosensory cortex. Only pups showing strong fluorescence in
the GFP emission band in the somatosensory cortex at postnatal day 1 were used in later

experiments.

Slice preparation.

Adult mice (4 to 5 weeks) mice were anesthetized with isoflurane before decapitation. After
isolation, the portion of the brain containing the barrel cortex was placed in bicarbonate-
buffered saline (BBS) at 2-5 °C for a few minutes. Slices (300 um) were then cut using a
vibratome (Leica). The slicing procedure was performed in an ice-cold solution containing (in
mM): 130 potassium gluconate, 15 KCI, 0.05 EGTA, 20 Hepes, 25 glucose, 1 CaCl, and 6
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MgCl,, supplemented with 0.05 D-APV. Slices were then transferred for a few minutes to a
solution containing (in mM): 225 D-mannitol, 2.5 KCI, 1.25 NaH,;PO,4, 25 NaHCOs;, 25
glucose, 1 CaCl, and 6 MgCl,, and finally stored for the rest of the experimental day at room
temperature in oxygenated BBS, containing: 125 NaCl, 2.5 KCI, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 1.25
NaH,PO,4, 26 NaHCO3; and 25 glucose (osmolarity: 305 mosM ;pH 7.3 after equilibration
with 95% O;and 5% CO,). For all recordings, slices were continuously perfused with
oxygenated BBS at 32-34 °C.

In vitro electrophysiological recordings.

Brain slices were screened for electroporated neurons using a filter set that allowed us to
detect GFP fluorescence. Neurons were visualized under infrared differential interference
optics and patched with borosilicate pipettes (resistance 3-5 MOhm). The intracellular
solution contained 120 mM potassium gluconate, 5 mM NaCl, 2mM MgCl2, 0.1 mM CacClz2,
10 mM HEPES, 1.1 mM EGTA, 4 mM magnesium ATP, 0.4 mM disodium GTP, 15 mM
sodium phosphocreatine and 2mg/ml of biocytin (pH 7.3; 290mOsm). Cells were recorded at
a depth of 50-95 mm in the brain slice. For photo-stimulation/photo-inhibition protocols, we
used either a blue (470 nm) or a green LED (530 nm; Prizmatix) delivered through a 200 pm
optical fiber (0.4 NA) at the surface of the slice.

Patch-clamp electrodes were connected to a Cairn Optopatch amplifier. Protocols and
acquisitions were controlled by PClamp software (Molecular Devices). The membrane
currents and potentials were filtered by a 4-pole Bessel filter set at a corner frequency of 2
kHz, digitized on-line at a sampling rate of 10 kHz and later analyzed using Igor Pro software
(wavemetrics). Data were not collected until 10 min after patch rupture to allow the internal

and external solutions to equilibrate.

Surgery and Preparation for in vivo electrophysiological Recordings.

Adult mice (4 to 6 weeks) were anesthetized with isoflurane vaporized in a mixture of oxygen
and air (5% for induction, 2% during surgery). Body temperature was maintained at 37°C via
servo-controlled heating blanket and rectal thermometer (Harvard Apparatus, Holliston, MA).
Bupivacaine (Subcutaneous) was administered in the regions to be incised 15 min prior to the
first incision. Mice were placed in a stereotaxic apparatus and a craniotomy was made directly

above the barrel cortex (-1.0 to -2.0 mm A/P, 3.0 to 4.0 mm M/L). To minimize damage
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during electrode penetration, the dura was resected across the majority of the craniotomy

using a dura hook and the exposed surface was coated with a layer of silicon oil.

After electrodes placement, isoflurane was replaced by Fentanyl (10-40 pg/kg, IP) mixed with
xylazine (4 mg/kg, IP) in order to maintain the animal in a sedated state. Additional doses of
fentanyl (Spg/kg) were administered every approximately 2 hours. If the animals presented
any sign of discomfort, isoflurane (0.25 to 1 %) was added to supply this anesthesia regime.
The depth of anesthesia was monitored by heart rate (maintained between 300 and 600
beats/min), pupil dilation, pinch reflex, and following the opening of the craniotomy by the
level of synchronous activity in the local field potential (LFP). Electrodes were inserted into
the brain perpendicular to the surface and lowered to layers 2/3 or 5 under visual guidance
and based on readings from the micromanipulator (depths: 200 to 300 um or 550 to 700 pum,

for layer 2/3 and layer 5 recordings respectively).

For separate set of animals (n = 4), a survival surgery was performed 1 week prior to multiple
recording sessions. During this surgery, a headpost was permanently implanted and a
craniotomy over the barrel cortex was performed. The exposed cortex was covered with
silicon oil and the opening resealed. Mice were injected with 0.05 mg/kg of buprenorphine
subcutaneously and monitored daily. They were also given a course of antibiotics through the
water supply (BAYTRIL, Bayer) to prevent infection and were allowed to recover for 2 days
following implant surgery before they were trained to run on a circular treadmill (Fast-Trac,
Bio-Serv). Mice were headposted in place for increasing intervals on each successive day. If
signs of anxiety or distress were noted, mice were removed from the headpost and the training
interval was not lengthened on the next day. Mice were trained on the treadmill for up to 5
days or until they exhibited robust bouts of running activity during each session. Mice that

continued to exhibit signs of distress were not used for awake electrophysiology sessions.

On the day of recording, the temporary seal over the barrel cortex was removed, and tetrodes
lowered as described above. Mice were allowed to run freely and transitioned between
passive and active behavioral states. At the end of a recording session, the craniotomy was
flushed with saline and sealed again. On subsequent recording days, the craniotomy was

flushed with saline before placing the electrode array in a new recording site. Recordings

were performed mainly in the second half of the light portion of the day/light cycle.
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In vivo electrophysiological Recordings.

Cortical recordings of units were obtained using quartz-insulated platinum/tungsten
(90%/10%) tetrodes (~1-2 MOhm, Thomas Recording). 1 to 3 tetrodes were guided
independently at 1 pum resolution through a five-channel concentric microdrive head (Head05-

cube-305-305-b, Thomas Recording Gmbh) with 305 um inter-electrode spacing.

Raw signals were filtered (600-6000 Hz; Neuralynx recording systems), amplified (5000x),
digitized at 33,657 Hz, and stored with stimulus markers. Waveforms crossing set thresholds
(250-500 uV) were captured via the A/D card and analyzed off-line. Potential single-units
were first identified using automated clustering software utilizing peak and trough feature sets
(Klustakwik). These clusters were then examined manually for waveform shape
(SpikeSort3D, Neuralynx). Clusters that captured waveforms from the same unit were
combined and upon examination of the interspike intervals, multi-units clusters were
discarded. Clustering extracellular action potential waveforms from the different wires in a

tetrode typically enabled discrimination of 1 to 3 units.

For photo- inhibition protocols, we used a green LED (530 nm; Prizmatix) delivered through
a 1 mm diameter optical fiber (0.4 NA). The tip of the optical fiber was positioned 2 to 4 mm

above the exposed surface of the brain with the aid of a micromanipulator.

Before recording, whiskers were trimmed to approximately 6-7 mm. Individual whiskers
were mechanically deflected using a ceramic piezoelectric bimorph stimulator (Physik
Instrumente Gmbh) as described previously (Wilent and Contreras, 2005). For each
recording, a glass capillary glued to the end of the stimulator was positioned so that a single
whisker rested snugly inside it. The tip of the capillary was positioned approximately 4 to 5
mm from the skin. The whisker was mechanically deflected in the rostro-caudal direction
(250 pm) by applying cosine waves (30 Hz) of 1 sec duration to the stimulator. Stimuli were
delivered at a rate of 0.2 Hz. The identity of the principal whisker was determined for each
animal based on the cortical multi-unit activities. The whisker that evoked the response with
the shortest onset latency and largest number of action potentials was considered to be the
principal whisker (PW). Depending on the recording session, we applied 30 to 60 trials per

stimulus condition.

Single units were included in the analysis if their responses were >2 Hz, sustained and had a
short onset latency (<25 ms). To test whether single unit responses were significant, peri-

stimulus time histograms (PSTHSs) were computed for each unit.
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The second preceding the stimulus was divided into 25-ms bins, the number of spikes per bin
was summed across trials, and the mean number of spikes per prestimulus bin was calculated.
The number of spikes in the 25 ms following the stimulus was summed across trials, and this
total was compared with a Poisson distribution with p equal to the mean number of spikes per
prestimulus bin. If the probability P(x) of observing an equal or greater number of spikes was

<1%, the response was considered significant.

P(x) = (e™)(W)/x! , where X is the number of action potentials in the first bin after stimulus
presentation and W is the average number of action potentials per bin during 1 s of baseline

spiking (40 bins) before stimulus presentation.

Histology.

Adult mice (4 to 6 weeks) were deeply anesthetized with isoflurane and perfused
transcardially with 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB), and the brain was
removed. Brains were post-fixed for 2 hours and cryoprotected in 30% sucrose in 0.1 M PB

for several days. Then, 60 M coronal sections were cut with a vibratome (Microm).

Sections were blocked with 0.2% Triton X-100 and 5% Bovin Serum Albumine (BSA) for 2
hours at room temperature followed by the antibody to green fluorescent protein from chicken
(1:1000, Chemicon) overnight at 4 °C.

To determine the fraction of electroporated cells, sections were also stained for the pan-
neuronal marker Neu-N with mouse anti-NeuN antibody (1:200, Invitrogen).

Sections were then washed three times in phosphate-buffered saline (PBS) and incubated for 1
hour at room temperature with Alexa-488 conjugated goat anti-chicken secondary (1:500,
Invitrogen) either alone or with Alexa-594 conjugated goat anti-mouse secondary (1:200,

Invitrogen).

Biocytin-filled neurons were revealed after incubation with Streptavidine-Rhodamine-RedX
antibody (1:1000 dilution, Invitrogen) for 4hours.

Sections were rinsed 3 times in PB and mounted in Fluoromount. Images were obtained by

confocal microscopy (Zeiss LSM 710 Axio Observer).

In some of the in vivo electrophysiological recordings, prior to insertion, the rear of a the
tetrodes were painted with fluorescent 1,1’-dioctadecyl-3,3,3°,3’-tetramethylindocarbocyanine

perchlorate (dil, 10% in ethanol, Invitrogen). As this dye is a lipophilic neuronal tracer,
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uptake into adjacent neurons and processes allowed assessment the depth of the recordings.
Immediately after euthanasia the cortical region of interest was blocked in situ, removed, and
bathed in chilled PBS. After carefully removing the pia mater, 300 to 400 um-thick coronal
sections were cut on with a vibratome. Sections were then mounted on glass slides and cover-

slipped in Fluoromount mounting medium.

Statistics.

Non-parametric statistics were used throughout the manuscript to avoid making assumptions
inherent to parametrical testing, except for linear regression analysis, as we were explicitly
interested in testing for linear relationships. Therefore, between conditions comparison was
based on a Wilcoxon rank-sum test (Mann-Whitney U test) for unpaired data or Wilcoxon

signed-rank test for paired data.

Results:

ChR2-mediated photo-stimulation of L2/3 pyramidal neurons.

To achieve fast and reversible activation of L2/3 pyramidal neurons, we introduced the light-
sensitive cation channel Channelrhodopsin-2 (ChR2-Venus) (Nagel et al., 2003) together with
GFP in a region that includes the left primary somatosensory cortex (S1) using in utero
electroporation (IUE; Fig. 1A, left panel) (Saito and Nakatsuji, 2001). We confirmed
histologically that the expression of the opsin was restricted to L2/3 pyramidal neurons and
their axons, with no expression in the somata of neurons located in other layers (Fig. 1A,
middle panel). Labeled axons ramified in L2/3 and L5. In L4, the density and path of the
axons was such that gaps in fluorescence that shape barrels were observable (Fig. 1A, middle
panel). As expected, 99.2 % of fluorescent neurons had pyramidal morphology (Fig. 1A, right
panel; n=3185 cells from 4 animals). Overall, 19.48 +/- 0.03% of L2/3 neurons (identified by
immune-staining for Neu-N) also expressed fluorescence in the GFP emission band, which is
consistent with previous observations in S1 (Fig. 1B) (Adesnik and Scanziani, 2010; Shao et
al., 2013).

To confirm that ChR2 formed functional membrane channels in transfected neurons and did
not alter their intrinsic excitability, we first performed whole-cell recordings from GFP
positive neurons in slices from P30-40 mice that had undergone IEU. When recorded in

current-clamp configuration, one second depolarizing pulses evoked adapting firing pattern
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characteristics of regular spiking cortical cells, at rates below 100 Hz in all GFP positive

neurons (n=8 from 4 animals; Fig. 2B).

Then, neurons were held at -70 mV in voltage-clamp configuration in the presence of the
glutamate receptor blocker CNQX (10 uM) to avoid contaminations from synaptically evoked
activities. Brief (1 to 2ms) pulses of blue (470 nm) light (5 to 10 mW) of different frequencies
(3 to 40 Hz) were applied at the surface of the slice. Such stimulations elicited inward currents
(>50 pA) with rapid kinetics in all GFP positive neurons (Fig. 2C).

To analyze the coupling between photostimulations and action potential generation, we
recorded GFP positive neurons in current-clamp configuration again (Fig. 2D). For each
stimulation frequency, we calculated the probability of evoking action potentials as a function
of the pulse number in the train (Fig. 2E). We found that light-evoked firing did not show
adaptation and the reliability of each pulse in the train at evoking an action potential did not

change as a function of the stimulation frequency (up to 30 Hz).

Activity dependent modulation of L5 neurons excitability by L2/3 pyramidal neurons.

A previous study demonstrated that photo-initiated gamma band (around 30 Hz) oscillatory
activity drives both excitatory and inhibitory post-synaptic currents (EPSCs and IPSCs) in L5
pyramidal neurons (Adesnik and Scanziani, 2010). However, it is possible that excitatory and
inhibitory circuits may be differentially recruited by distinct activity patterns in L2/3,
resulting in different relationships between excitation and inhibition in L5 pyramidal neurons.
In order to address this point, we performed whole cell recordings from L5 pyramidal neurons
while initiating synchronous activities of different frequencies in L2/3 pyramidal neurons with
light stimulations.

Fig.3A and 3B illustrate a recording from a representative morphologically identified regular
spiking L5 pyramidal neuron. We voltage clamped L5 pyramidal neurons at the IPSC reversal
potential (around -70 mV) and at the EPSC reversal potential (around 0 mV) to isolate EPSCs
and IPSCs, respectively (Fig. 3C). This approach allowed us to compare the evolution of the
evoked excitatory and inhibitory charges as a function of the stimulation frequency of L2/3
pyramidal neurons (Fig. 3D). In our recording condition, 79% of L5 pyramidal neurons
received an excitatory input at all stimulation frequencies (n=19 out of 24 neurons from 14
animals), which might be related to the slice cutting procedure. While the excitatory charges

were around -10 +/- 1.5 pC for a stimulation frequency of 3 Hz, they tended to increase up to

90



-110 +/- 33 pC for a stimulation frequency of 30 Hz. Similarly, inhibitory charges also
increased with the stimulation frequency from a value of about 75 +/- 25pC for a stimulation
frequency of 3 Hz, to 320 +/- 70pC for 30 Hz. Therefore, whatever the stimulation frequency
of L2/3 pyramidal neurons, L5 pyramidal neurons received both excitatory and inhibitory
conductances. Furthermore, we found that the magnitude of both conductances increased as a

function of the stimulation frequency.

To understand the role of L2/3 pyramidal neurons in modulating the excitability of L5
neurons, we addressed how the two matched but opposing conductances affect the neuronal
spiking. We recorded from L5 pyramidal neurons in the current-clamp configuration. By
injecting positive currents, we hold them at membrane potentials close to -60 mV (Fig 3E;
n=19 neurons from 14 animals), a level comparable to what has been observed in vivo

(Constantinople and Bruno, 2011).

At these membrane potentials, we found that whatever the stimulation frequency was, light
pulses invariably evoked an increase in the spiking activity that weakly adapted for the
duration of the stimulus (Fig 3E). In order to quantify the magnitude of this modulation as a
function of the stimulation frequency, we measured mean firing rates across the entire 1 sec
stimulus duration averaged across trials. Firing rates showed a positive slope when plotted as
a function of stimulation frequency (Fig 3F).This effect was not specific to L5 pyramidal
neurons, as we observed similar positive correlation in morphologically identified non-

pyramidal L5 fast-spiking neurons (n=9 neurons from 6 animals; Fig. 4).

This result confirms that L2/3 pyramidal neurons can exert powerful excitatory influence on
L5 pyramidal neurons and that this effect is activity dependent. Next we investigated whether
L2/3 input is involved in the sensory processing performed by L5 neurons. Therefore, we
designed an approach to specifically and reversibly inactivate L2/3 pyramidal neurons while

recording sensory evoked responses in deep layer neurons.

Arch-mediated photo-inhibition of sensory evoked responses in L2/3 pyramidal neurons.

To achieve fast and reversible inactivation of L2/3 pyramidal neurons, we introduced the
light-sensitive proton pump Archaerhodopsin (Arch-GFP)(Chow et al., 2010) in a region that
includes the left primary somatosensory cortex (S1) using in utero electroporation. To

confirm that Arch formed functional membrane pumps in transfected neurons and did not
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alter their intrinsic excitability, we performed whole-cell recordings from GFP positive
neurons in slices from P30-35 mice that had undergone IEU (Fig. 5A). In all GFP positive
neurons (n=8 from 3 animals), 1-second depolarizing pulses evoked adapting firing pattern
characteristics of regular spiking cortical cells, at rates below 100 Hz (Fig. 5B). While
neurons were held at membrane potentials at which they exhibit sustained discharges (6 to 12
Hz), green light from a 530 nm LED (2 to 5 mW) was flashed at the surface of the slices via
an optic fiber. Light pulses (1-seccond duration at 0.1 Hz) evoked large (>30 mV), reliable
and reversible hyperpolarizations associated with a complete suppression of the spiking
activity (Fig. 5C and Fig. 5D).

Next, we investigated the ability of those light pulses to suppressL2/3 sensory evoked
responses in the barrel cortex. Electroporated mice were anesthetized and a small craniotomy
was performed to expose the Arch-expressing barrel cortex. Then, tetrodes were inserted
perpendicularly into the barrel cortex and lowered at depths between 200 um and 350 pm,
which correspond to L2/3. We confirmed the laminar depth of electrodes histologically (Fig
6B). The multi-unit spike activity (MUA) from small populations of L2/3 neurons was
monitored by band-pass filtering (0.6-6 kHz) the raw signal. The example in Fig. 6C shows
an example of band-pass filtered traces simultaneously recorded from the four wires in a
tetrode. Individual units were clustered manually from tetrode recordings by defining
boundaries in waveform feature spaces (an example is shown in Fig. 6D and E).
Somatosensory stimulations were elicited by mechanically deflecting the principal whisker
(PW) in the rostro-caudal direction with 1-second cosine waves at 30 Hz. The fidelity of the
stimulation device was measured with photodiodes. Except for a slight ringing at the offset of
the stimulation, we did not observe any alteration in the stimulus waveform or amplitude (Fig.
6A; bottom trace).

We recorded L2/3 spiking activity of putative single units during tactile stimulations
presented either alone (control condition) or paired with green light pulses (photo-suppression
condition). We quantified the sensory evoked responses as the mean firing rate across the

entire stimulus duration.

As illustrated for the example recording in Fig. 6F, the peri-stimulus raster plot showed a
sharp increase in firing rate after stimulus onset followed by an adapting firing rate for the
duration of the stimulus in both conditions. However, the magnitude of the evoked response
was lower when sensory stimulations were paired with green light pulses. To examine the

degree to which the optogenetic approach was effective at suppressing L2/3 sensory evoked
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responses, we compared the firing rate when the PW was stimulated alone versus the firing
rate when the stimulation of the PW was paired with green light pulses (Fig. 6G). On a unit-
by-unit basis, 61% of L2/3 units exhibited a significant reduction in mean firing rate during
illumination (P < 0.05, Wilcoxon sum-rank test; n=22 out of 36 units from 4 animals). The
average reduction was 35.7 +/- 3.6%, demonstrating the effectiveness of our optogenetic
approach. The remaining units showed no significant change (P > 0.05, Wilcoxon sum-rank
test), reflecting incomplete transfection of the Arch. Therefore, with this experimental system,
we could reliably and specifically test the functional effect of modulating L2/3 neuronal

activity on the sensory processing operated by deep layer neurons.

L2/3 pyramidal neurons activity amplifies sensory evoked responses inL5 neurons.

We next focused on the impact of decreasing the drive of L2/3 input on the sensory responses
evoked in L5 (Fig. 7). 72% of L5 units exhibited a significant light-induced decrease in firing
rate during sensory stimulation. (P < 0.05, Wilcoxon sum-rank test; n=36 out of 50 units from
10 animals; Fig. 7F).On average, the magnitude of the suppression was 30.2 +/- 2.2%.The
suppression effect was not due to direct LED illumination of the retina or the cortex, as it was
absent in unelectroporated animals (P < 0.05, Wilcoxon sum-rank test; n = 37 units from
4animals; Fig. 7G).

Anesthesia may change the impact of L2/3 pyramidal neurons on cortical responses to sensory
stimuli in L5 neurons. To address this issue, we optogenetically suppressed sensory evoked
activity in L2/3 pyramidal neurons in awake animals and determined the resulting effect on
deep layer neurons. Mice were head-fixed and habituated to running on a free-spinning
circular treadmill. In this condition, 55% of L5 units exhibited a significant light-induced
decrease in firing rate during sensory stimulation. (P < 0.05, Wilcoxon sum-rank test; n=22
out of 40 units from 4 animals; Fig. 7H). On average, the magnitude of the suppression was
27.4 +/- 2.8%, which is slightly lower to what we observed in anesthetized animals. However,
this difference was not statistically significant (P >0.37, Wilcoxon sum-rank test).

L5 neurons represent a heterogeneous population. It is composed of regular spiking (RS),
intrinsically bursting (IB) and fast spiking neurons(FS) (Steriade, 2004). RS and IB neurons
largely representing excitatory neurons, while FS neurons primarily corresponding to
inhibitory neurons (although a subset of FS neurons may correspond to FS excitatory
neurons). As the suppression effect might be specific of one of these populations, we tried to

classify the units based on three main parameters that characterize the shape of extracellularly
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recorded action potentials: the ratio between the amplitudes of the peak and the through, the
peak to through time and the rise of the ending slope (Fig. 8A and B) (Niell and Stryker,
2008; Welle and Contreras, 2015). However, in our recording conditions, this strategy failed
to reliably separate FS from RS units. Nevertheless, plotting the magnitude of the suppression
against the values of each of the measured parameters did not reveal any significant

correlation (Fig. 8C).

The suppression effect could also be biased by very low or very high firing rates inL5 units
during control sensory responses. Units with high control firing rates could show small
response ratios even for important effects of decreasing L2/3 input. Conversely, units with
low control firing rates could show very large suppression even for small effects of the light
pulses. To verify whether such bias was present in our data, we plotted the magnitude of the
suppression against control sensory evoked firing rates (Fig. 8D). However, we didn’t observe
any significant correlation in the distribution of data points (larger rates are not associated

with low magnitude of suppression and vice-versa).

Taken together, these results demonstrate that L2/3 input plays a major role in amplifying

sensory evoked spiking activity in L5 neurons.

Gain control of L5 sensory responses by L2/3 pyramidal neurons.

We hypothesized that L5 neurons sensitivity to increasing stimulus velocity should be
affected by L2/3 input. We first investigated the response gain of L5 units to cosine
stimulations of increasing velocity in control condition. Out of 36 units that had their sensory
evoked responses significantly suppressed by light pulses in anesthetized mice, 13 units
showed a consistent modulation of their firing rate as a function of the stimulus velocity and
were therefore included in this analysis. A representative example of those neurons is shown
in Fig. 9A. In control condition, the relationship between the evoked spiking activity and the
velocity of the stimulation showed saturation and was well fitted by a sigmoidal function (Fig.
9B; black curve). When decreasing L2/3 input with light pulses, this relation was also well
fitted by a sigmoidal function. Furthermore, the suppression in response magnitude was
stimulus dependent; that is, it became larger at increasing stimulus velocity (Fig. 9B; green
curve). The transformation between the spiking activity in control and photo-suppression
conditions was better achieved by a divisive scaling model (blue dashed curve) than a

subtractive model (yellow dashed curve), suggesting a gain change.
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At the population level, for the 8 units that showed saturation in the stimulus response
function in control condition, we found that light pulses significantly decreased the Rmax of
the sigmoidal fit (P=0.008; paired Wilcoxon signed-rank test; Fig. 9C) without affecting half-
saturation stimulus velocity (P=0.2; paired Wilcoxon signed-rank test; Fig. 9D).This result is
also consistent with a gain change, such that the effect of L2/3 input scales multiplicatively

with the stimulus velocity.

Since saturation of the mean firing rate as a function of stimulus velocity did not occurs in all
units, we performed a second analysis. For each unit, we compared the firing rate when the
PW was stimulated alone versus the firing rate when the stimulation of the PW was coupled
with green light pulses regardless of stimulus velocity (Fig. 9E). We found that the impact of
light pulses led to a decrease in the spike rate of L5 units that was well described by a linear
transformation (0.65 control rate, minus an offset of 0.14 spikes/s; n=13 units). Again, this
stereotyped change further indicates a multiplicative scaling effect of L2/3 input on L5

SENSOory responses.

Discussion:

Using cell-type specific and reversible optogenetic manipulations in the somatosensory cortex
of anesthetized and awake mice, we show for the first time that L2/3 pyramidal neurons play a
major role in amplifying sensory evoked responses in L5 neurons. Furthermore, the effect of
L2/3 input scales with the velocity of the somatosensory stimulus. This scaling indicates that
L2/3 pyramidal neurons implement a gain control in deep layer neurons(Atallah et al., 2012;
Olsen et al., 2012; Wilson et al., 2012).

Given the fact that our perturbation of L2/3 pyramidal neurons was moderate (35% of
suppression on average), and thus fall within the range of changes in firing rates spanned by
these neurons during awake-behaving states in mice (Niell and Stryker, 2010; Polack et al.,
2013), we believe that these neurons are likely to exhibit a similar level of control over

sensory evoked responses in L5 neurons during naturally occurring behavioral states.

Gain modulation is a fundamental cortical operation that is crucially involved in sensory
representation and sensorimotor integration. For example, visual responses in the posterior
parietal cortex are gain modulated by gaze direction (Andersen and Mountcastle, 1983). Such

enhancement of the gain of neuronal responses by focused spatial attention has been reported
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to improve the orientation discriminability of cortical neurons the visual system (McAdams
and Maunsell, 1999). In addition to this regulatory effect, neuronal response gain for one
sensory parameter can be modulated by changes in another parameter. In primary visual
cortex, contrast gain modulation allows receptive field properties and orientation selectivity to
remain constant, regardless of contrast-dependent changes in the overall magnitude of

neuronal responses (Ferster and Miller, 2000; Carandini and Heeger, 2012).

Importantly, L2/3 activity is not only driven by L4 input but also modulated by cortical
feedback from other areas, such as secondary somatosensory cortex or primary motor
cortex(Feldmeyer et al., 2013; Zagha et al., 2013). Therefore, L2/3 neurons might represent a
key node for dynamically tuning stimulus representations of the cortical output layer in
different brain states or under different behavioral demands.

How might L2/3 pyramidal neurons control the gain of L5 neurons in a multiplicative
manner? Although, various combinations of changes in membrane potential, membrane
conductance, and membrane potential variance can be utilized to result in changes in the slope
of the input-output function of a target neuron, our in vitro intracellular recordings indicate
that the major mechanism by which L2/3 neurons influence L5 neurons is through the
generation of excitatory post-synaptic potentials irrespectively of their activity patterns (Fig. 3
and 4).

In the absence of significant levels of membrane potential variance as it occurs in vitro, tonic
depolarization increases neuronal responsiveness only by shifting input-output curves
leftward along the input axis and, therefore, does not result in a multiplicative scaling of the
gain curve. However, in vivo, neurons are embedded in constantly active networks and
receive a continuous stream of synaptic input that induces large membrane potential
fluctuations (Steriade, 2001; Destexhe et al., 2003). As a consequence, in any given cortical
neuron, the average frequency of firing as a function of the membrane potential depolarization
evoked by synaptically driven sensory stimulations follows a power law function (Anderson
et al., 2000; Priebe and Ferster, 2012).

Such a relationship between membrane potential and firing rate has broad and important
implications for how any changes in membrane potential affect the gain of the sensory evoked
responses in cortical neurons (Haider and McCormick, 2009). Indeed, modeling and
experimental studies indicate that in such condition, a depolarization of cortical neurons by a
few millivolts, as it occurs with barrages of synaptic potentials evoked by L2/3 input, results
in only a small increase at the lower end of the membrane potential-firing rate relationship but
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a much larger increase in the firing rate at the high end of this relationship (Murphy and
Miller, 2003; Cardin et al., 2008).Therefore, in the presence of moderate to high variance in
membrane potential fluctuations as it occurs in vivo, a simple depolarization can induce a

multiplicative gain modulation to sensory stimuli.

Since we were not able to achieve a complete suppression of sensory evoked responses in
L2/3 neurons with our optogenetic approach, it is of utmost importance to highlight that our
result cannot be viewed as a support for the canonical circuit model proposed by Gilbert and
Wiesel (Gilbert and WIESEL, 1979). The suppression effect we observed in L5 neurons is
relatively modest (27% on average in awake animals), therefore, we cannot rule out a major
contribution of thalamic input in driving sensory evoked activity in L5 neurons

(Constantinople and Bruno, 2013).

A growing number of recent studies point toward the existence of alternative translaminar
circuits, which have a major contribution in modulating the cortical output (Bortone et al.,
2014; Kim et al., 2014; Pluta et al., 2015). In line with these studies, our results further
indicate that sensory processing in any given layer may be modulated by activity in other

layers through vertical excitatory axons (Olsen et al., 2012).

Our finding might seem inconsistent with a recent study indicating that pharmacological
inactivation of L2/3 activity has no impact on the magnitude of sensory evoked responses in
L5 neurons in the rat barrel cortex (Constantinople and Bruno, 2013). However, it is
important to note that the amplification effect of L5 sensory responses by L2/3 activity we
describe might has been missed owing to the use of sensory stimuli of a different nature.
While the previous work studied the cortical responses to transient ramp and hold stimulations
of relatively low velocity, we used sustained vibro-tactile stimuli of relatively high frequency.

L2/3 spiking activity in the barrel cortex has been reported to be sparse in response to ramp
and hold stimuli (Wilent and Contreras, 2004; de Kock et al., 2007), however our results
indicate that L2/3 units can fire for sustained periods at moderately high rates (5 to 10 Hz or
more) when presented with high velocity sustained vibrotactile stimulations. Furthermore, our
in vitro intracellular recordings demonstrate that the modulation L5 neurons excitability by
L2/3 pyramidal neurons is activity dependent. Indeed, the excitatory influence of L2/3

pyramidal neuron on L5 neurons increases with the stimulation frequency (Fig. 3 and 4).

Rodents use sensory input from their whiskers for navigating the environment, social
interactions, as well as object localization and discrimination (Diamond and Arabzadeh,

2013). When rodents use their whiskers to localize objects, the whiskers are swept
97



rhythmically forth and back at frequencies ranging from 1 to 20 Hz (Diamond et al., 2008;
O'Connor et al., 2013) and each contact elicits a transient response in barrel cortex neurons
(Gutnisky et al., 2016). However during texture discrimination tasks, whiskers display high
frequency (25 to 200 Hz) micro-motions as they are swept across smooth or rough textures
(Ritt et al., 2008). Such vibratory activity evokes sustained responses in barrel cortex neurons
(Andermann et al., 2004). Therefore, it is possible that the involvement of L2/3 neurons in
shaping the sensory responses of L5 neurons would be much more pronounced during texture
discrimination compared to object localization tasks. Future experiments in behaving animals
should address the task-dependency of the recruitment of the translaminar connectivity and

how it affects sensory perception (Chen et al., 2013).

The optogenetic manipulations we describe in the present work provide a basis for ‘functional
connectomics’ in active cortical circuits, and also reveal the computational role of a specific
layer in vivo during sensory processing. In bridging the gap between cellular and network
function, this approach should be applicable to other layers and cortical areas, to elucidate
their functional connectivity and embodied computational principles.
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Legends:

Figure 1. ChR2 Expression in L2/3 Pyramidal Neurons following in utero

electroporation.

A. Left panel: GFP fluorescence in a whole-brain of anelectroporated mouse. Arrows indicate
S1 (left) and callosal projections (right).Middle panel: GFP fluorescence in a coronal slice
through the barrel cortex of an electroporated hemisphere showing somatodendritic labeling
in L2/3 and axonal branches in L2/3 and L5. Expression is shown in a P30 animal. Right

panel: labeled L2/3 pyramidal neurons.

B. Double immunostaining for ChR2-EYFP and the neuronal marker Neu-N.

Figure 2. Photostimulation of ChR2-positive neocortical L2/3 pyramidal neurons.

A. High-resolution image showing the biocytin labeling (orange) of an individual L2/3 GFP-

positive pyramidal neuron. Scale bar: 50 um.

B. Regular spiking adapting firing pattern in response to a current pulse for the neuron shown
in A.

C. Whole-cell voltage-clamp recording from a ChR2-positive L2/3 neuron. Light stimuli (2-

ms duration) are indicated by blue ticks at top.

D. Whole-cell current-clamp recording of the same neuron shown in C, revealing its spiking

activity in response to the light pulses.

E. Average firing probability in response to light pulses of different frequencies as a function
of the pulse number for the population of recorded GFP-positive L2/3 neurons (n=8). Pulse
numbers are on the x-axis; stimulation frequency is on the y-axis. Firing probability is color

coded on a linear scale.

Figure 3.Frequency dependence of L2/3 pyramidal neurons stimulations in modulating

the excitability of L5 pyramidal neurons.

A. High-resolution image showing the biocytin labeling (red) of an individual L5 pyramidal

neuron. Scale bar: 50 pm.

B. Regular spiking adapting firing pattern in response to a current pulse for the neuron shown
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in A.

C. Examples of EPSCs (blue traces) and IPSCs (red traces) evoked in a L5 pyramidal neuron
by the photostimulation of L2/3 pyramidal neurons.

D. Plots of average excitatory (blue curve) and inhibitory (red curve) charges evoked in L5
pyramidal neurons as a function of the photostimulation frequency of L2/3 pyramidal neurons

(n=19 neurons). Error bars correspond to +/- SEM.

E. Examples of evoked spiking activity in a L5 pyramidal neuron in response to the

photostimulation of L2/3 pyramidal neurons.

F. Plots of the average mean firing rates evoked in L5 pyramidal neurons as a function of the
photostimulation frequency of L2/3 pyramidal neurons (n=19 neurons). Error bars correspond
to +/- SEM.

Figure 4. Frequency dependence of L2/3 pyramidal neurons stimulations in modulating

the excitability of L5 fast-spiking neurons.

A. High-resolution image showing the biocytin labeling (red) of an individual L5non-
pyramidal neuron. The arrow on the left image points toward the bocytin filled neuron. Right

image represents an enlargement of the left one. Scale bar: 50 um.

B. Fast-spiking non-adapting firing pattern in response to a current pulse for the neuron

shown in A.

C. Examples of evoked spiking activity in a L5 fast-spiking neuron in response to the

photostimulation of L2/3 pyramidal neurons.

D. Plots of the average mean firing rates evoked in L5 fast-spiking neurons as a function of
the photostimulation frequency of L2/3 pyramidal neurons (n=9 neurons). Error bars
correspond to +/- SEM.

Figure 5.Photo-inhibition of Arch-positive neocortical L2/3 pyramidal neurons.

A. High-resolution image showing the biocytin labeling (orange) of an individual L2/3 GFP-
positive pyramidal neuron. Scale bar: 50 um.

B. Regular spiking adapting firing pattern in response to a current pulse for the neuron shown
in A.
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C. Overlay of membrane potential fluctuations in response to a 1-second green light pulse
when the neuron shown in A was held at depolarized membrane potentials (10 trials).
Horizontal bar indicates light pulse presentation.

D. Firing rates: before, during and after 1-second green light pulses for each of the recorded
GFP-positive neurons (n=8). Each neuron was held at depolarized membrane potentials

before the occurrence of the light pulses.

Figure 6. Photo-suppression of sensory evoked spiking activity in L2/3 of mice
electroporated with Arch plasmid.

A. Schema of the experimental paradigm. Recordings were made in the barrel cortex while
stimulating the principal whisker of the recorded units using a piezo-electric device. Top
traces represent the stimulus waveform, as measured with photodiodes. Bottom traces
represent cutouts of the onset and offset of the stimulus waveform.

B. Example imaging of a Dil track of a recording electrode inserted into the barrel cortex.
Green: Arch-GFP, red: Dil.

C. Band-pass filtered (0.6-6 kHz) signal from the four wires of a tetrode to obtain the local

spiking activity.

D. Example of a tetrode recording where one unit was isolated. The scatter plots represent the
peak amplitudes of spikes (threshold at 0.5 mV) on two channels of a tetrode. Left panel: plot
of unsorted spikes for the whole recording duration. Middle panel: same plot after assignment
of spikes to a given unit (unassigned spikes are in black). The average waveform from each of

the recording sites for the sorted unit is shown in the right panel.

E. Inter-spike-intervals histograms (IS1) of the clustered unit showing refractory periods. Red

line indicates 1 msec ISI.

F. Peri-stimulus raster plots of a representative L2/3 unit to a 1-second long 30 Hz whisker
stimulations presented either alone (left panel) or paired with green light pulses (right panel).

Horizontal bars indicate stimulus presentation.

G. Plot of the evoked mean firing rates when the sensory stimuli were paired with light pulses

versus control conditions.
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Figure 7.Modulation of sensory responses in L5 units by photo-suppression of L2/3

spiking activity.

A. Schema of the experimental paradigm. Recordings were made in the barrel cortex while
stimulating the principal whisker of the recorded units using a piezo-electric device. Top
traces represent the stimulus waveform, as measured with photodiodes. Bottom races

represent cutouts of the onset and offset of the stimulus waveform.

B. Example imaging of a Dil track of a recording electrode inserted into the barrel cortex.
Green: Arch-GFP, red: Dil.

C. Band-pass filtered (0.6-6 kHz) signals from the four wires of a tetrode to obtain the local

spiking activity.

D. Example of a tetrode recording where one unit was isolated. The scatter plot represents the
energy of spikes (threshold at 0.5 mV) on two channels of a tetrode. Assigned spike to one
unit are in purple (unassigned spikes are in black). The average waveform from each of the

recording sites for the sorted unit is shown in the right panel.

E. Inter-spike-intervals histograms (ISI) of the clustered unit showing refractory periods. Red

line indicates 1 msec.

F. G. and H. Peri-stimulus raster plots of representative L5 units to a 1-second long 30 Hz
whisker stimulations presented either alone (left panel) or paired with green light pulses
(middle panel). Horizontal bars indicate stimulus presentation. The right panels show the plots
of the evoked mean firing rates when the sensory stimuli were paired with light pulses versus

control conditions.

Figure 8. Relationships between the strength of the modulation of sensory responses in

L5 units and their spike waveform parameters.
A. Average of the spike waveform for a representative unit.

B. Scatter plots of spike waveform parameters for all recorded L5 units in electroporated mice
(n=90). Peak to through ratio corresponds to the parameter x divided by the parameter y. Peak

to through time corresponds to the parameter t. Ending slope corresponds to the parameter z.

C. Magnitude of photo-induced suppression of sensory evoked responses in L5 units versus

the values of each of the spike waveform parameters.

D. Magnitude of photo-induced suppression of sensory evoked responses in L5 units versus
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their evoked mean firing rate in control condition.

Figure 9. Gain modulation of 5 sensory responses by L2/3 photo-suppression.

A. Peri-stimulus raster plots illustrate the spiking response of a representative L5 unit to
repeated 1-second long 30 Hz whisker stimulations of increasing velocity. Top rasters (in
black) correspond to the control condition. Bottom rasters (green) correspond to the condition
where sensory stimuli were paired with green light pulses. Horizontal bars indicate stimulus

presentation.

B. Evoked mean firing rate as a function of the stimulus velocity for the unit shown in A.
Black curve corresponds to the sigmoidal fit in control condition and the green one
corresponds to the sigmoidal fit when sensory stimuli were paired with light pulses. Error bars
are the SEM. Blue dashed curve was obtained by dividing the control curve by a constant to
match the Rmax of the control condition curve. Yellow dashed curve was obtained by

subtracting the control curve by a constant to match the Rmax of the control condition.

C. Effects L2/3 suppression on the Rmax of the sigmoidal fit of the evoked firing rates as a
function of the stimulus velocity. Black lines indicate the evolution of Rmax for individual
units (n=8). Read lines correspond to the mean values. Raw Rmax values are shown on the

left panel and normalized values are shown on the right one. **: P< 0.01.

D. Effects L2/3 suppression on the C50 of the sigmoidal fit of the evoked firing rates as a
function of the stimulus velocity. Black lines indicate the evolution of C50 for individual units
(n=8). Red lines correspond to the mean values. Raw C50 values are shown on the left panel

and normalized values are shown on the right one. NS: not significant.

E. Sensory evoked spike ratesinL5 units under control conditions versus during L2/3 photo
suppression (circles; 6 different velocities for each unit; n=13 units). Gray lines: linear fits for

each unit; red line: average linear fit.
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E. Discussion génerale

Mon travail de thése a été réalisé dans le cadre d’une étude pionniére visant a
déterminer la possible implication fonctionnelle de la connectivité entre les neurones
pyramidaux des couches 2/3 et les neurones des couches profondes (essentiellement couche

5), au cours de I’intégration des informations sensorielles en provenance des vibrisses.

Nous avons d’abord caractérisé cette connectivité par des enregistrements
intracellulaires des neurones de la couche 5 in vitro, en activant spécifiquement les neurones
pyramidaux des couches 2/3 qui exprimaient la ChR2. A I’instar de ce qui avait été démontré
auparavant (Adesnik and Scanziani, 2010), nous avons observé que le recrutement des
afférences excitatrices en provenance des couches 2/3 évoquait des courants a la fois
excitateurs et inhibiteurs dans les neurones pyramidaux des couches profondes. Cette
activation des afférences excitatrices avait pour effet d’évoquer une réponse des neurones de
la couche 5 par des trains de potentiels d’action. Ainsi, malgré la présence de conductances a
la fois excitatrices et inhibitrices la résultante nette de la photo-activation des couches 2/3 est
une excitation des neurones de la couche 5. Bien que ce résultat ne soit pas nouveau, nous
avons tout de méme généralisé ce qu’Adesnik & Scanziani avaient décrit dans des conditions
expérimentales similaires. En effet, dans leur contexte ils utilisaient des photo-stimulations
sous la forme de rampes de lumiere d’intensités croissantes. Il en résultait une synchronisation
autoentretenue de D’activité des neurones des couches 2/3 dans la gamme de fréquence
Gamma (aux alentours de 30 Hz), qui avait pour effet d’activer les neurones de la couche 5 de
maniere supraliminaire. Nous avons étendu ce résultat a une plus large gamme de fréquence,
puisque nous avons établi une relation proportionnelle entre la fréquence de photo-stimulation

(qui allait de 3 a 30 Hz) et la frequence de décharge des neurones de la couche 5.

Trés peu d’études conduites in vivo ont essayé d’évaluer le role de la connexion L2/3-
L5 dans le traitement sensoriel. Dans la majorité des cas, les stratégies employées pour
aborder cette problématique consistait en des Iésions ou bien des inactivations
pharmacologiques des neurones de la couche 4, ou du thalamus (Mignard, M ; Malpeli, 1991;
Huang et al., 1998; Constantinople and Bruno, 2013). Ces principaux travaux suggerent que
les neurones de la couche 5 sont peu ou pas affectés par 1’inhibition de la voie canonique
(Thalamus-L4-L.2/3) décrite initialement par Hubel & Wiesel, et proposent ainsi des circuits
corticaux alternatifs qui seraient recrutés au cours des processus d’intégration sensorielle. Le

désavantage majeur de ces études réside dans I’utilisation d’agents pharmacologiques, qui ne
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permettent pas de contrdler spécifiquement (que ce soit pour activer ou inhiber) ’activité
d’une sous-population de neurones. Typiquement, Constantinople & Bruno ont inhibé
pharmacologiquement la couche 4 ce qui avait pour effet d’induire une disfacilitation des
entrées excitatrices sensorielles dans les couches 2/3 (réductions des réponses sensorielles).
Les auteurs n’ont pas observé de modifications significatives de 1’amplitude des réponses
sensorielles dans les neurones de la couche 5, concluant ainsi une déconnexion fonctionnelle
entre les couches 2/3 et la couche 5 (Constantinople and Bruno, 2013). Or il a été montré que
les neurones de la couche 4 pouvaient activer directement des interneurones inhibiteurs de la
couche 5, indiquant ainsi 1’existence d’une connexion interlaminaire inhibitrice directe L4-L5
(Pluta et al., 2015). Il n’est pas possible d’exclure un possible effet de compensation entre la
réduction des entrées excitatrices en provenance des couches 2/3, et une réduction des entrées
inhibitrices recrutées directement par la couche 4. L’originalité de mon travail de thése a donc
été de manipuler spécifiquement les neurones des couches 2/3 grace a I’outil optogénétique, et
d’étudier les effets de I’inhibition spécifique des neurones excitateurs des couches
supragranulaires sur les réponses sensorielles de la couche 5. J’ai pu montrer pour la premiére
fois que les couches 2/3 peuvent amplifier les réponses sensorielles des neurones de sortie du
cortex, et donc une implication fonctionnelle de cette connexion canonique au cours du

traitement sensorielle.

1. Mécanismes sous-jacents aux effets de la photo-suppression des neurones
pyramidaux des couches 2/3 sur les réponses sensorielles des neurones des
couches profondes

La photo-inhibition (Arch) des neurones excitateurs des couches 2/3 supprime une
partie (30%) des réponses sensorielles dans la couche 5. Il est donc possible d’en déduire que
les réponses sensorielles des neurones de la couche 5 qui recoivent des entrées thalamiques
directes, sont amplifiées par 1’activit¢ des neurones des couches 2/3. L’amplitude de la
suppression est dépendante de I’amplitude des réponses sensorielles des neurones de la
couche 5. En effet, le différentiel de réponse entre la condition contréle et la condition avec
photo-suppression des neurones des couches 2/3 augmente avec I’amplitude des réponses. Il y
a donc une modulation multiplicative du gain des neurones de la couche 5 par les neurones

pyramidaux des couches 2/3.
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La modulation multiplicative du gain des réponses sensorielles des neurones
infragranulaires par les neurones excitateurs des couches 2/3 pourrait s’expliquer par la
modification de 1’état de polarisation membranaire des neurones des couches profondes. En
effet, des études théoriques et expérimentales suggérent que 1’ajout d’une conductance
excitatrice ou bien la dépolarisation tonique, module son gain de maniére multiplicative
(Figure 38) (Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Murphy and Miller, 2003; Haider et al.,
2007). Ainsi I’augmentation de I’activité des neurones excitateurs des couches 2/3 pourrait
dépolariser de maniere tonique les neurones des couches profondes, induisant ainsi une

modulation multiplicative du gain de leurs réponses sensorielles.
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Figure 38 : Modulation du gain des neurones corticaux par des dépolarisations toniques ou par I'ajout de conductances.
Adapté de [Haider & McCormick, 2009]

A) La modification des conductances excitatrices (en rouge) ou inhibitrices (en bleu) de fond entraine une modulation
multiplicative (ou divisive) du gain des réponses sensorielles des neurones corticaux en réponse a des stimuli visuels de
contraste croissant.

B) De la méme maniére, I'injection intracellulaire de courant dépolarisant (en rouge) ou hyperpolarisant (en bleu) conduit
également a des modulations multiplicatives ou divisives du gain des neurones corticaux.

C) Si I'on multiplie par un certain facteur la courbe bleue obtenue par I'injection de courant hyperpolarisant en B), on
obtient la courbe bleue en pointillés qui ressemble fidelement a celle obtenue par la dépolarisation tonique du neurone
cortical. Le passage de la courbe bleue a la courbe rouge par la multiplication d’un certain facteur révéle le caractére
multiplicatif de la modulation du gain décrite en B).

La suppression des réponses sensorielles a été observée lors de stimulations
sensorielles soutenues a 30 Hz. Qu’en est-il des basses fréquences ? J’ai réalisé quelques
expériences en procédant a des stimulations & 10 Hz de la vibrisse principale (données non
présentées). Mes résultats préliminaires suggérent que le phénomeéne de suppression est plus
difficilement observable de maniére significative, y compris pour des neurones supprimés a

30 Hz. Ceci peut s’expliquer par le fait que les réponses sensorielles s’adaptent moins a 10 Hz
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qu’a 30 Hz. Puisque I’un des rdles des couches 2/3 est d’amplifier les réponses sensorielles
des neurones de la couche 5, alors il est possible que cette amplification intervienne pour
contrebalancer 1’adaptation de la synapse thalamo-corticale dans la couche 5. Il serait
intéressant de balayer un ensemble de fréquences de stimulations sensorielles et d’évaluer les
possibles effets différentiels de la photo-suppression des couches 2/3 en fonction de la
fréquence de stimulation de la vibrisse principale. Ceci permettrait entre autres de déterminer
a partir de quelle fréquence (ou quel niveau d’adaptation) intervient potentiellement I’activité

des neurones excitateurs des couches 2/3 pour amplifier les réponses sensorielles.

L’ensemble des résultats obtenus avec les expériences utilisant 1’ Archeorhodopsine
suggere que la suppression de I’amplitude des réponses sensorielles des neurones des couches
infragranulaires est sous-tendue par un mécanisme de disfacilitation des entrées excitatrices
en provenance des couches 2/3. Pour résoudre de maniére définitive la question du
mécanisme de la suppression, il faudrait réaliser des enregistrements intracellulaires in vivo
des neurones de la couche 5 dans les mémes conditions expérimentales. L’injection
intracellulaire de créneaux de courants hyperpolarisants en période contrdle (durant 1’activité
spontanée), pendant la réponse sensorielle seule et pendant la période de stimulation
simultanée optogénétique et sensorielle permet de mesurer la résistance de membrane du
neurone dans les différentes conditions. Lors de la suppression des réponses sensorielles, une
augmentation de la résistance de membrane par rapport aux conditions contrbles (activité
spontanée, et réponse sensorielle sans photo-stimulation) refléterait une diminution des
conductances excitatrices, et donc une disfacilitation. A I’inverse, une diminution de la
résistance membranaire indiquerait une augmentation de conductances, potentiellement

inhibitrices.

Pour étendre ces résultats, il serait intéressant d’analyser les modifications
conductances excitatrices et inhibitrices en injectant dans la pipette d’enregistrement
extracellulaire du QX-314, qui inhibe les conductances cationiques voltage-dépendantes
(essentiellement Na*, mais également K* et Ca®"), et donc bloquer la genése de potentiels
d’action. Ceci permet de mesurer I’amplitude des potentiels synaptiques sous-liminaires
évoqués par la stimulation et ainsi d’estimer ’amplitude des conductances excitatrices et

inhibitrices (Wilent and Contreras, 2005).
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2. Impact des neurones des couches 2/3 sur les champs récepteurs des neurones des

couches profondes

Il serait ¢également intéressant de déterminer I’impact de la modulation de I’activité
des couches 2/3 sur la taille des champs récepteurs des neurones des couches profondes en
réalisant des stimulations de plusieurs vibrisses avec et sans la photo-suppression. Dans le
cortex visuel de la souris les modulations multiplicatives du gain des réponses sensorielles ne
sont pas associées a des modifications de la sélectivité a 1’orientation (Wilson et al., 2012),
ces resultats reposent sur la connectivité particuliere entre les interneurones PV et les
neurones pyramidaux (convergence des interneurones partageant la méme orientation
préférentielle, voir le dernier chapitre de 1’introduction).

Etant donneé que la taille des champs récepteurs des neurones des couches 2/3 est plus
grande que celle des neurones thalamiques, il serait envisageable que la photo-suppression des
neurones excitateurs des couches 2/3 puisse réduire la taille des champs récepteurs des
neurones des couches profondes (Figure 39).

Photo-suppression 1.2/3
—

Réponse

Champs récepteur

Figure 39 : Effet théorique de la photo-suppression des couches 2/3 sur la taille des champs récepteurs des neurones

infragranulaires du cortex somesthésique.
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3. Impact de la photo-suppression des neurones pyramidaux des couches 2/3 sur la

perception sensorielle

La photo-suppression des couches 2/3 conduit a une diminution de 30% de I’amplitude
des réponses sensorielles dans les couches profondes. En effet, en moyenne et a la vélocité
maximale, les neurones de la couche 5 déchargent a 16 Hz en condition contrdle et a 12 Hz
avec photo-suppression des neurones des couches 2/3. Savoir si la perte (ou a l’inverse
I’ajout) de potentiels d’action impacte les capacités perceptuelles de I’animal au cours d’une
taiche comportementale est une question majeure. L’incidence de cette diminution (ou
augmentation) d’activité pourrait étre extrémement faible a 1’échelle de plus larges réseaux de
neurones. Cependant, il a été montré dans une étude conduite in vivo par injection
intracellulaire de courant dépolarisant que 1’ajout d’un unique potentiel d’action a ’activité
spontanée d’un seul neurone, pouvait engendrer 28 potentiels d’action a I’échelle du réseau
local (London et al., 2010). Par ailleurs, Huber et collaborateurs ont mesuré chez le rongeur
engagé dans une tache comportementale, le nombre de neurones actifs nécessaires et
suffisants a évoquer une perception sensorielle consciente. Ces auteurs ont exprimé la ChR2
de maniére spécifique dans les neurones excitateurs des couches 2/3 du barrel cortex de la
souris, ce qui leur permettait de contréler de maniére fiable, temporellement précise et
réversible I’activité de ces neurones. 1ls ont appris & des souris a associer la photo-activation
spécifique des neurones pyramidaux des couches 2/3 (5 créneaux de lumiére d’une
milliseconde, a 20 Hz) avec une prise de récompense (goutte d’eau) (Huber et al., 2008). En
mesurant le nombre de cellules activées et en estimant la quantité moyenne de potentiels
d’action émise par chaque cellule, Huber et collaborateurs ont suggéré que le recrutement de
60 neurones émettant 5 potentiels d’action est suffisant pour évoquer une perception
consciente de la photo-stimulation. Ces résultats permettent d’imaginer que des modifications
en apparence faibles de 1’activité des neurones corticaux seraient suffisantes pour affecter les

propriétés d’intégration sensorielle consciente de 1’animal.

La modification du gain des réponses sensorielles des neurones des couches profondes
lors de la manipulation optogénétique des neurones des couches 2/3 peut éventuellement
impacter les capacités de 1’animal a discriminer ou détecter des stimuli sensoriels. Si le role
des neurones des couches 2/3 est d’amplifier le gain des réponses sensorielles dans les
couches profondes, il est possible d’envisager une amélioration des capacités de 1’animal a

discriminer des stimuli tactiles dont les parameétres (par exemple la vélocité) sont proches,
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comme décrite auparavant dans le cortex visuel (Mcadams and Maunsell, 1999). En effet, la
variation des réponses sensorielles sera d’autant plus grande pour une faible variation des
paramétres de stimulations si les couches 2/3 sont actives, par rapport & une condition ou elles
seraient moins recrutées. Toutefois, cette hypothése dépend drastiguement de la gamme de
stimulations réalisées. Si les stimulations utilisées et comparées évoquent des réponses
sensorielles qui saturent, alors une augmentation du gain (avec augmentation du plateau) ne
peut qu’améliorer la détection de ces stimuli sans modifier les capacités a les discriminer.

(Figure 40).

discrimination 4 discrimination =
détection ~ détection4

i

/

Figure 40 : Potentiels effets de la modulation des relations entrée-sortie sur les capacités a détecter ou discriminer des
stimuli.

Modulation multiplicative du gain (en bleu) associée a une augmentation de la réponse maximale (Rmax) par rapport a une
condition contrdle (en noir). Pour deux stimuli proches dont les réponses évoquées se situent dans la partie linéaire de la
courbe, la modulation multiplicative entraine un différentiel de fréquence de décharge plus élevé qu’en condition controle
(fleche rouge). Ceci peut en théorie permettre de mieux discriminer des stimuli proches. En revanche si les stimuli évoquent
des réponses sensorielles qui saturent, alors le différentiel de fréquence de décharge est le méme dans les deux conditions
et seule la détectabilité des stimuli est améliorée (augmentation de Rmax).

Pour s’affranchir des problémes liés au choix du stimulus, il est préférable d’utiliser
des stimulations sensorielles plus éthologiques. Par exemple, il est possible d’apprendre aux
rongeurs a réaliser des taches de discrimination de textures et d’enregistrer simultanément
I’activité des neurones du cortex somesthésique (Von Heimendahl et al., 2007). Afin
d’évaluer le role potentiel des neurones des couches 2/3 sur les capacités des rongeurs a
discriminer ces textures, I’activité de ces neurones sera supprimee (ou activee) spécifiquement
par photo-stimulation. De la méme maniére, il est possible de manipuler ces neurones pendant

une tache au cours de laquelle les rongeurs doivent détecter la présence ou ’absence d’un
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objet (Guo et al., 2013; Ollerenshaw et al., 2014).

4. Potentielle diversité de connectivité de la voie canonique L2/3 vers L5

Nos résultats in vitro indiquent que ’activité des neurones des couches 2/3 augmente
I’excitabilité des neurones de la couche 5. Toutefois, il est envisageable que les propriétés
d’intégration sensorielle des neurones des couches profondes soient associées a des régles de
connectivité spécifiques avec les neurones des couches superficielles. Afin de tester cette
hypothése, j’ai réalisé des enregistrements extracellulaires unitaires in vivo des neurones des
couches profondes du cortex somesthésique primaire (S1) a I’aide de tétrodes, dans
différentes conditions expérimentales : lors de la photo-stimulation des neurones excitateurs
des couches 2/3 (ChR2+, créneaux de 5 ms a 30 Hz pendant 1 s), ou bien lorsque la vibrisse

principale (PW) des neurones enregistrés était stimulée a 30 Hz (1 s).

La photo-activation des neurones des couches 2/3 exprimant la ChR2 évoquait des
réponses supraliminaires dans certains neurones des couches profondes. Ces neurones étaient
caractérisés par des réponses sensorielles de faibles amplitudes (Figure 41A en bleu). A
I’inverse, les neurones fortement activés par la stimulation de la vibrisse principale ne

répondent pas de maniére supraliminaire aux photo-stimulations (Figure 41A en vert).
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Figure 41 : Comparaison des activités des neurones des couches profondes en réponses aux stimulations sensorielles et a
la photo-activation des couches 2/3 4 30 Hz.

A) Représentation en raster (chaque ligne est un essai de stimulation, chaque point est un PA) des activités de deux unités
en réponses a des stimulations de la vibrisse principale a 30 Hz (PW) ou aux photo-stimulations des couches 2/3 a 30 Hz
(Opto). En vert, une unité activée de maniére soutenue lors des stimulations sensorielles et qui ne répond pas a la photo-
stimulation ; En bleu, une unité activée de maniere transitoire par la stimulation sensorielle et qui répond fortement a la
photo-stimulation.

B) Représentation graphique des rapports signaux-sur-bruit (SNR) en réponse aux photo-stimulations exprimés en fonction
des réponses sensorielles de tous les neurones enregistrés dans les couches profondes (n = 107). Les neurones en bleu (n =
47) et en vert (n = 43) correspondent aux populations de neurones décrites en B), les neurones rouges foncés sont des
unités qui répondent fortement a la photo-stimulation et ne répondent quasiment pas a la stimulation sensorielle (n = 17,
non figurés).

Comment expliquer cette différence de connectivité fonctionnelle ? Une premiere
hypothése serait de considérer des poids synaptiques (connexions L2/3-L5) différents en
fonction des deux « types » de neurones enregistrés dans la couche 5. Ces poids synaptiques
seraient plus faibles pour les neurones qui ne sont pas activés par la photo-stimulation, si bien
que l’activation d’une sous-partie des neurones excitateurs des couches 2/3 n’est pas
suffisante pour faire décharger ces neurones. Il est possible que 1’activation d’un plus grand
nombre d’afférences convergente puisse évoquer des réponses supraliminaires dans ces

neurones des couches profondes.

Une autre hypothese repose sur des différences potentielles dans les propriétés
intrinseques des neurones de la couche 5. Nous pourrions également envisager que les
neurones activés par la photo-stimulation des couches 2/3 sont spontanément plus dépolarisés
que les neurones non activés, donc plus proches du seuil de genése du potentiel d’action
augmentant ainsi la probabilité de décharge du neurone en réponse a la photo-stimulation. Des
différences de résistances membranaires peuvent également influer sur la maniére dont le
neurone integre les potentiels post-synaptiques excitateurs en provenance des couches 2/3 :

plus la résistance est grande, plus ample sera le potentiel post-synaptique évoque.
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Dans la couche 5, il a clairement été établi que les afférences thalamo-corticales
venant du VPM projettent dans la couche 5B, alors que les neurones de la couche 5A
recoivent principalement des connexions en provenance du POm (Bureau et al., 2006;
Petreanu et al., 2009; Constantinople and Bruno, 2013). Les différences de réponses
sensorielles peuvent potentiellement correspondre a différentes dispositions laminaires
(neurones a réponses fortes dans la couche 5B, a réponses faibles dans la couche 5A). Il n’est
pas a exclure que les différences dans I’amplitude des réponses sensorielles soient corrélées a
la localisation tangentielle des neurones. Par exemple, les neurones qui répondent faiblement
a la stimulation sensorielle pourraient étre préférentiellement retrouvés dans les régions
septales tandis que les neurones répondant plus fortement aux stimulations sensorielles

seraient situés dans une colonne relative a un barrel.

Ainsi, on peut supposer que les neurones des couches 2/3 auraient un impact différent
selon le type de neurones pyramidaux de la couche 5 : la majorité des neurones pyramidaux
de la couche 5B sont de morphologie « thick-tufted » et dans de plus faibles proportions de
type « slender-tufted », alors que les neurones de la couche 5A sont exclusivement « slender-
tufted » (Oberlaender et al., 2012). J’ai évalué différents attributs des réponses sensorielles
des neurones des couches profondes : I’amplitude des réponses, les latences ou encore la

précision temporelle (Figure 42).
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Figure 42 : Caractéristiques des réponses sensorielles en fonction des rapports signaux-sur-bruits

A) Comparaison des latences des réponses sensorielles de tous les neurones infragranulaires enregistrés, définies par
I'intervalle de temps séparant le début du premier cycle de stimulation et les premiers PAs évoqués par la stimulation. Le
code couleur (vert, bleu) utilisé est le méme que dans la figure 3. Ainsi les neurones verts ne répondent pas de maniéere
supraliminaire a la photo-stimulation. En haut, I’encadré en pointillés comporte deux exemples d’unités (superposition de
plusieurs essais de stimulation alignés sur le premier cycle) avec des latences courtes (en vert) ou longues (en bleu).

B) Idem quand A) pour la précision temporelle, représentée par le vector strength. En haut, représentations polaires des
relations de phases entre les réponses sensorielles et la phase des cycles de stimulations de deux unités. L’unité en vert
présente des réponses en phase aux alentours de 90° ; I'unité en bleu ne présente pas de préférence de phase.

C) Comme en A) et B) pour le rapport d’amplitude des réponses prises a I'onset de la stimulation (entre 0 et 50 ms) et la
réponse totale. L’encadré en haut est un agrandissement de la représentation graphique.

Il apparait que ces caractéristiques peuvent correspondre a ce qui a été décrit
auparavant a partir d’enregistrements juxta-cellulaires des deux types morphologiques des
neurones de la couche 5 pendant des stimulations transitoires de la vibrisse principale (de
Kock et al., 2007). Les neurones qui ne présentent pas de réponses supraliminaires a la photo-
stimulation des neurones des couches 2/3 et qui répondent par de fortes fréquences de
décharge, avec des latences courtes et de maniére soutenue a la vibrisse principale rappellent
les neurones de type thick-tufted. A I’inverse les neurones slender-tufted semblent répondre
plus faiblement et avec des latences plus longues, correspondant ainsi aux neurones
enregistrés dans les couches profondes qui sont activés de maniere supraliminaire par la

photo-excitation des couches 2/3 (Figure 43).
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Figure 43 : Réponses sensorielles supraliminaires a la déflexion de la vibrisse principale de neurones des différentes
couches corticales. Adapté de [de Kock et al., 2007].

A) PSTHs moyens de différentes populations de neurones en réponse a la déflexion de la vibrisse principale : n = 15 pour les
couches 2/3, 4 et 5; n = 16 pour les slender-tufted et thick-tufted de la couche 5A/5B.

B) PSTHs individuels de chaque neurone enregistré dans les couches en A).

C) Quantifications des activités spontanées des différents types de neurones en fonction de leur localisation laminaire.

D) Analyse de I'amplitude des réponses entre 0-100 ms aprés la stimulation de chacun de ces neurones apres soustraction
de I'activité spontanée, les symboles représentent les neurones individuels. Les thick-tufted répondent en moyenne plus
fortement que les slender-tufted.

E) Quantifications des latences des réponses sensorielles des neurones des différentes couches. Les thick-tufted ont
globalement des latences proches des neurones enregistrés dans la couche 4 (<20 ms) tandis que les slender-tufted ont des
latences plus longues (>30 ms).

L’amplitude des potentiels post-synaptiques évoqués dans les neurones de la couche 5
par la photo-stimulation, la caractérisation de leurs propriétés intrinseques et la disposition
laminaire de leur corps cellulaire peuvent étre abordées par des enregistrements
intracellulaires in vivo. Couplés a des injections intracellulaires d’un marqueur cellulaire (la
biocytine par exemple), il sera possible de corréler les regles de connectivités interlaminaires
(L2/3-L5, activation/suppression) aux propriétés intrinséques, synaptiques et aux réponses
sensorielles (amplitudes, latences) puis de procéder a des reconstructions anatomiques des

neurones enregistrés (marqués a la biocytine) pour déterminer leur organisation laminaire.
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Il serait également intéressant de voir s’il existe une corrélation entre la connectivité
translaminaire (L2/3-L5) et les cibles corticales ou sous-corticales des neurones des couches

infragranulaires.

Il est possible d’aborder cette problématique en injectant un marqueur rétrograde
(retrobeads) dans une zone de projection potentielle des neurones des couches profondes,
d’enregistrer ces neurones de maniére juxtacellulaire pour caractériser leur profil de réponses
sensorielles et de connectivité translaminaire (photo-stimulation des couches 2/3) et d’injecter
de la biocytine pour marquer leur corps cellulaire. La présence d’un co-marquage
biocytine/retrobeads, indiquerait alors que le neurone enregistré projette vers la structure cible

choisie.

5. Role associatif des neurones pyramidaux des couches 2/3

Au cours de la locomotion, il a été montré que le gain des neurones excitateurs des
couches 2/3 était augmenté en réponse a des stimuli visuels de différentes orientations, sans
modification de la sélectivité (Polack et al., 2013). Les neurones des couches 2/3 sont
dépolarisés de maniére tonique pendant la course, et les fluctuations du potentiel de
membrane sont réduites. Cette condition comportementale est également associée a une
augmentation d’activité des neurones du Locus Coeruleus, principale source de
neuromodulation noradrénergique du cortex (Foote et al., 1980), qui serait impliquée en partie

dans la dépolarisation tonique des neurones des couches 2/3.

Ainsi, les neurones des couches 2/3 peuvent étre spécifiquement modulés par des états
d’activités internes associés a différents contextes physiologiques. Ces modulations peuvent
drastiguement impacter leurs activités spontanées, leurs propriétés intrinséques (état de
polarisation membranaire, fluctuations du potentiel de repos) ainsi que la maniére dont ces
neurones integrent les informations sensorielles. Nos résultats suggerent qu’il est possible
d’observer une suppression des réponses sensorielles dans les couches profondes en photo-
supprimant les couches 2/3 chez I’animal vigile, et donc potentiellement une modulation du

gain des réponses sensorielles en fonction de 1’activité des neurones des couches 2/3.

En plus de dépendre des états d’activités internes, les neurones des couches 2/3 d’une
colonne corticale recoivent des projections horizontales en provenance des colonnes

adjacente, et intégrent également des informations sensori-motrices en provenance d’autres
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aires corticales, comme le cortex moteur (M1), le cortex somesthésique secondaire (S2) ou
encore le cortex somesthésique primaire controlatéral (S1-controlatéral). En agissant sur les
processus d’intégration sensorielle de la couche de sortie du cortex (L5) comme le suggérent
mes résultats, il est possible que le role des neurones des couches 2/3 soit d’associer diverses
informations sensorielles et motrices a certains états d’activités internes (neuromodulation,
comportement) pour permettre la réponse comportementale la plus adaptée en modulant

’activité de la principale couche de sortie du cortex.

5.1. Les couches 2/3 sont la cible de connectivités cortico-corticales horizontales

de courtes et de longues distances

Comme évoqueé en introduction, la taille des champs récepteurs des neurones corticaux
s’étend sur plusieurs vibrisses voisines. La dynamique des réponses sensorielles est telle que
la stimulation d’une vibrisse entraine 1’activation des neurones appartenant aux colonnes
corticales adjacentes a la principale (Ferezou et al., 2006; Roy et al., 2011). Les mécanismes
sous-jacents a la propagation horizontale au sein du cortex des informations sensorielles (ou
de certaines activités spontanées rythmiques), autrement appelées traveling waves font 1’objet
de nombreuses études (pour revue (Muller and Destexhe, 2012; Sato et al., 2012)). Plusieurs
hypothéses issues de différents modeles (cortex visuel entre autres) tentent d’expliquer ce
phénomeéne de propagation observé. Certaines suggérent que les traveling waves ne reposent
pas sur la connectivité intracorticale mais peuvent étre expliquées par les projections thalamo-
corticales. D’autres en revanche proposent dans le systeme visuel du chat un mécanisme
purement cortico-cortical, notamment grace aux projections horizontales (Bringuier et al.,
1999). Ces connexions corticales horizontales sont primordiales et peuvent avoir un impact
considérable sur la maniére dont les signaux sensoriels sont percus. Par exemple, il a été
suggeré dans le cortex visuel primaire du chat que la perception de mouvements illusoires
était sous-tendue par la propagation horizontale de I’activité corticale sous-liminaire (Jancke
et al., 2004).

Egalement, lorsque la stimulation transitoire d’une vibrisse adjacente précede celle de
la vibrisse principale, il est possible d’observer une réduction des réponses sensorielles des
neurones de la colonne corticale correspondante (Simons and Carvell, 1989; Higley and
Contreras, 2003). Cette suppression d’activité est maximale lorsque la vibrisse adjacente est
stimulée quelques millisecondes (20 ms) avant la vibrisse principale, si bien qu’une
stimulation quasi simultanée (décalage inférieur a 3 ms) ou avec un délai plus long (supérieur

a 100 ms) n’entraine pas ou trés peu de suppression.

130



Il est possible que la connectivité cortico-corticale horizontale au niveau de couches
2/3 joue un réle dans ce phénomene (appelé cross-whisker suppression), en mettant en jeu des

mécanismes d’inhibition latérale

Par ailleurs, il a été montré que les neurones corticaux des couches profondes peuvent
étre sélectifs a des stimuli tactiles plus globaux, reposant sur des activations séquentielles de
plusieurs vibrisses. En utilisant une matrice qui permet de stimuler de maniere indépendante
plusieurs vibrisses dans différentes directions (Jacob et al., 2010), il a été montré que certains
neurones corticaux sont sélectifs a la direction du mouvement global de toutes les
vibrisses(Jacob et al., 2008). La réponse d’un neurone pourra étre maximale si les vibrisses
sont stimulées les unes aprés les autres selon 1’axe rostro-caudal par exemple. De part les
importantes projections horizontales des neurones pyramidaux des couches 2/3, il est possible
que I’intégration sensorielle de stimuli plus globaux repose sur cette connectivité latérale et
que la modulation spécifique de ces neurones puisse altérer la maniére dont les neurones des

couches profondes répondent aux stimulations séquentielles des vibrisses.

Enfin, les couches 2/3 et 5 recoivent d’importantes informations sensorielles en
provenance du cortex somesthésique primaire controlatéral via les projections inter-
hémisphériques qui transitent par le corps calleux dont la majeure partie est constituée
d’axones des neurones pyramidaux des couches 2/3. Ainsi, dans le cortex somesthésique
recevant des informations tactiles en provenance des coussinets des pattes arriéres du rongeur,
il a été montré que des stimulations sensorielles ipsi-latérales aux neurones corticaux
enregistrés entrainaient une inhibition des réponses sensorielles des neurones de la couche 5
aux stimulations de la patte controlatérale (Palmer et al., 2012). Les auteurs suggerent que ces
projections callosales recrutent des interneurones inhibiteurs de la couche L1 du cortex

controlatéral, entrainant une inhibition dendritique des neurones excitateurs de la couche 5.

Pour étudier les effets potentiels des projections callosales sur les propriétés
intégratives de 1’aire corticale opposée, il serait intéressant de réaliser une électroporation in
utero de I’hémispheére ipsi-latéral aux vibrisses stimulées afin que les neurones callosaux
expriment la ChR2. Il est envisageable que les effets décrits précédemment puissent étre
retrouvés au sein du barrel cortex. Si tel est le cas, associer ces modulations optogénétiques a
des stimulations sensorielles bilatérales pourrait révéler la nature des informations sensorielles

transmises par les projections cortico-corticales longues distances.
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5.2. Les réseaux corticaux sont plastiques : altérations de la connectivité des

couches 2/3

Les synapses intracorticales (canoniques ou non, intra- ou interlaminaires) des couches
2/3 et 5 sont sujettes a différentes formes de plasticité tout au long de la vie de I’animal (les
plasticités affectant la couche 4 ne seront pas discutées, mais semblent concerner
principalement les premiers jours du developpement postnatal (Diamond et al., 1994)). Ces
plasticités peuvent étre induites entre autres par 1’expérience sensorielle du rongeur ou encore
par l’apprentissage associatif d’une information sensorielle a un événement externe. Par
exemple, les expériences de privations sensorielles (« ablation » d’une ou plusieurs vibrisses)
ont montré que la stimulation de la vibrisse épargnée évoque une activité dans les couches 2/3
qui se propage a partir de la colonne principale aux autres colonnes de maniére plus étendue
qu’avant la privation sensorielle. A I’inverse, les vibrisses coupées évoquent des réponses
sensorielles dont la propagation au sein des couches 2/3 est largement réduite (pour revue :
(Feldman and Brecht, 2005)). Ainsi, ’activit¢é dépendante de 1’expérience peut modifier
certaines composantes caractérisant les circuits neuronaux récurrents : la force des synapses,
la formation de nouvelles connexions synaptiques ou au contraire 1’élimination de certaines
synapses. Ces altérations de la connectivité corticale peuvent avoir des effets extrémement
importants sur la maniere dont les neurones intégrent les informations sensorielles. Par
exemple, il a été montré que la privation sensorielle entraine, dans les colonnes correspondant
aux vibrisses coupées, une réduction drastique de 1’inhibition récurrente dans les couches 2/3
(Shao et al., 2013). Cet effet s’accompagne d’une réduction de la représentation fréquentielle
du rythme gamma (30-90 Hz) dans les oscillations spontanées et évoquées des potentiels de
champs locaux. Le rythme gamma est suspecté de jouer un role primordial dans I’intégration
des informations sensorielles (Womelsdorf et al., 2006; Jutras et al., 2009; Ni et al., 2016).
Nous avons observé in vivo que des stimulations a 30 Hz d’une partie des neurones
excitateurs des couches 2/3 exprimant la ChR2 induisaient une inhibition latérale (données
non figurées), comme cela a été décrit auparavant dans le cadre de stimulations entrainant une
rythmicité auto-entretenue dans la gamme de fréquence gamma (Adesnik and Scanziani,
2010). L’expérience sensorielle de 1’animal, en modifiant la connectivité fonctionnelle du
réseau récurrent des couches 2/3, pourrait transformer la maniere dont les couches 2/3
modulent les réponses sensorielles dans la couche de sortie du cortex. Un autre exemple de
modification de la connectivité corticale induite par apprentissage associatif a été mis en
exergue par Rosselet et collaborateurs. Ces auteurs ont appris a des souris a associer la

stimulation d’une vibrisse a un stimulus aversif (choc électrique), puis ont évalué différents
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parametres de la connectivité corticale de la colonne correspondante et de deux colonnes
adjacentes in vitro. Apres apprentissage, ces auteurs révelent que certaines connexions
synaptiques étaient renforcées : au sein des colonnes adjacentes les connexions excitatrices
dans la couche 3 en provenance de la couche 5A (L5Aadjacente™ L3adjacente) €t celles en
provenance des couches 2/3 et 4 de la colonne principale (associée au stimulus aversif,
L2/3principate™ L2/3agjacente ; LAprincipale L2/3adjacente) SONt renforcées (Rosselet et al., 2011). Ces
résultats suggeérent dans un tout autre contexte (apprentissage associatif) que la connectivité
corticale est extrémement plastique et que cette plasticité peut permettre le renforcement des

forces synaptiques de certains circuits corticaux.

En conclusion, la couche 5 du cortex classiquement définie comme la couche de sortie
peut étre modulée par 1’activité des neurones des couches 2/3 au cours de I’intégration
sensorielle. Cette modulation par les couches 2/3 pourrait étre contextuelle, puisque 1’activité
de ces neurones dépend de I’influence des activités générées par différents états internes
(neuromodulation, attention, locomotion, whisking ...), par ses relations avec les réseaux
neuronaux des autres aires corticales (cortex moteur, somesthésique secondaire, primaire
controlatéral) et peut étre affectée par différentes formes de plasticités synaptiques (induites
par I’expérience sensorielle, I’apprentissage, etc.). Les neurones des couches 2/3 semblent étre
au cceur d’un centre opérateur associatif qui permettrait de régler finement les réponses
sensorielles de sous-réseaux neuronaux des couches profondes de sortie du cortex, dans le but
ultime de générer la réponse comportementale la plus appropriée au contexte extérieur dans

lequel I’animal est inscrit.
6. Perspectives générales

L’expression spécifique des opsines photo-activables (ChR2, Arch) au niveau d’une
population de neurones corticaux grace a la technique d’électroporation in utero offre la
possibilité de coupler des manipulations réversibles et temporellement précises de I’activité de
ces neurones a des enregistrements électrophysiologiques chez la souris anesthésiée ou
éveillée. Cette approche m’a permis d’étudier le role de la connectivité corticale dans le
déterminisme des réponses sensorielles de neurones individuels. Toutefois mes conditions
d’enregistrements électrophysiologiques ne m’ont pas permis pas d’évaluer le role de la
connectivité corticale dans les processus de codage populationnel. En effet, a 1’aide d’une
seule tétrode pour enregistrer I’activit¢é d’une colonne corticale, je n’ai enregistré au
maximum que 3 neurones a la fois. Le récent développement des techniques d’imageries bi-

photoniques permet maintenant d’enregistrer simultanément de bien plus larges populations
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de neurones (plus d’une centaine a la fois) avec une résolution spatiale a 1’échelle du neurone.
Ces techniques reposent sur 1’enregistrement optique des transitoires calciques, reflets de
I’émission de potentiels d’action, grace a un indicateur calcique : les GCaMP, protéines de
fusion entre un senseur calcique (la calmoduline) et une protéine fluorescente (Packer et al.,
2015). Généralement utilisée pour étudier les couches les plus superficielles du cortex, de
récents travaux suggerent qu’il est possible d’utiliser cette technique d’imagerie optique pour
étudier les couches profondes, et plus particulierement la couche 5 (Lur et al., 2016). Ces
auteurs couplent cette technique a des marquages rétrogrades des neurones de la couche 5, ce
qui leur permet d’étudier spécifiquement les réponses sensorielles des neurones pyramidaux
de la couche 5 en fonction de leurs zones de projections. Ainsi cette technique peut permettre
d’aborder des questions plus complexes sur la dynamique spatio-temporelle d’une large
population de neurones spécifiques enregistrés en méme temps. Par exemple, déterminer
I’impact de la photo-suppression des couches 2/3 sur la corrélation temporelle et la synchronie
de I’activité des neurones de la couche 5 serait I’une des premiéres questions que j’aborderais
a I’aide de cette technique. La microscopie bi-photonique permet également de réaliser des
stimulations holographiques, dont la résolution spatiale est d’une précision telle qu’il devient
possible de photo-activer une seule colonne corticale contrairement a la fibre optique LED qui
illumine une vaste zone du cortex. Ces stimulations spatialement plus précises permettent
d’adresser des questions fondamentales sur les interactions horizontales entre des colonnes

corticales au cours de I’intégration sensorielle.

Enfin, les manipulations optogénétiques sont extrémement utiles pour étudier la
relation entre des connexions neuronales et leur role fonctionnel. Pouvoir agir au cours d’une
tdche comportementale directement sur 1’activité des neurones et ce de maniére réversible,
permet éventuellement d’établir les liens qui unissent une structure et sa fonction. Bien que
réalisables chez la souris, il est primordial de pouvoir étudier le comportement d’organismes
modeles plus proches de I’'Homme. Grace au développement des technologies virales (AAV,
lentivirus) il est possible d’exprimer la ChR2 dans les neurones corticaux du primate. Ce
modele permet d’utiliser des protocoles comportementaux et des stimulations sensorielles

beaucoup plus complexes et variés que ne le permet le modéle du rongeur.
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Résumé

La perception consciente du monde extérieur repose sur la coordination
spatiotemporelle de ’activité des neurones corticaux. L’une des caractéristiques principales
des aires corticales primaires chez les mammiféeres est leur organisation laminaire en six
couches et tangentielle en colonnes fonctionnelles au sein desquelles les neurones partagent

les mémes champs récepteurs.

A partir de données anatomiques, un modeéle dit canonique de traitement des
informations sensorielles au travers des différentes couches des colonnes corticales a été
proposé. Le modéle suppose que I’information sensorielle est traitée de facon sérielle.
D’abord au niveau de la couche IV, cible principale des afférences thalamiques. Ensuite au
niveau des couches I/l superficielles qui sont fortement innervées par les neurones
excitateurs de la couche IV. Et enfin par les neurones des couches profondes, V et VI, qui
sont innervés par les cellules pyramidales glutamatergiques des couches superficielles. Les

neurones pyramidaux de la couche V constituant la principale sortie du néocortex.

Toutefois, il a récemment été montré que les neurones des couches profondes
recoivent également des informations sensorielles directement par des afférences thalamiques,
ce qui pose la question du ou des roles de la connectivité interlaminaire dans le traitement

sensoriel opéré au sein des colonnes corticales.

Afin d’aborder cette problématique, j’ai tiré profit de la technique d’électroporation in
utero qui permet d’exprimer spécifiquement des protéines photo-activables dans les cellules
pyramidales des couches I/l du cortex somesthésique primaire de la souris recevant des
informations sensorielles en provenance des vibrisses ; un modéle d’étude trés populaire en

neurophysiologie de la perception.

Ainsi, j’ai pu évaluer I'impact de manipulations spécifiques et temporellement
précises de I’activité des neurones excitateurs des couches superficielles dans le déterminisme
des réponses sensorielles des neurones de la couche V évoquées par la stimulation de

vibrisses.

En procédant a des enregistrements unitaires multi-sites au sein de différentes couches
corticales a la fois chez des animaux anesthésiés et éveillés, j’ai montré que le recrutement
des neurones pyramidaux des couches II/III permet d’amplifier les réponses sensorielles des
neurones de la couche V. Par ailleurs, ’analyse de ce phénomeéne d’amplification en fonction
de I’intensité des stimulations sensorielles indique que la connectivité interlaminaire joue un

réle majeur dans la modulation du gain des neurones de la couche de sortie du cortex.
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