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“As a journalist I’m supposed to be impartial, I know. But today I’ll confess, I don’t love every cell the 

same. I have a very favorite kind, the microglia […] Microglia are like soldiers and policemen, 

chameleons and spiders, housekeepers, gardeners, electricians, and garbage collectors. Microglia can 

be active or resting, branched or blobby, harmful or protective. Are you in love yet?” 

Virginia Hughes 
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Résumé 

La microglie désigne l’ensemble des macrophages résidents du système nerveux 

central (SNC). Longtemps considérées comme étant actives uniquement en conditions 

pathologiques, les cellules microgliales sont pourtant essentielles à l’activité physiologique du 

SNC. En particulier, pendant la formation du SNC, elles régulent l’apoptose et la survie 

neuronales, et interagissent directement avec les synapses en les éliminant, promouvant leur 

formation ou en régulant leur activité. Toutefois, les mécanismes microgliaux impliqués dans 

la mise en place et la maturation fonctionnelle des circuits corticaux pendant le 

développement ne sont pas intégralement élucidés. Afin de mieux comprendre le rôle de la 

microglie dans le développement cortical, nous avons utilisé le système des champs de 

tonneaux du cortex somatosensoriel de la souris, et combiné des manipulations in vivo avec 

des approches électrophysiologique, optogénétique, pharmacologique et histologique sur 

tranches de cerveaux de souris génétiquement modifiées. 

Dans une première étude, nous nous sommes intéressés aux conséquences de l’arrivée de la 

microglie à proximité des zones de terminaison des fibres thalamiques (les centres des 

tonneaux) dans le cortex somatosensoriel au cours de la première semaine postnatale. Nous 

avons exploré une potentielle influence de la microglie sur l’évolution des propriétés 

fonctionnelles des synapses thalamocorticales et de l’inhibition disynaptique associée 

(inhibition antérograde ou feedforward). Nos résultats montrent qu’une déplétion de la 

microglie pendant la première semaine postnatale entraîne un retard de maturation 

fonctionnelle de la connexion thalamocorticale excitatrice monosynaptique et de l’inhibition 

disynaptique au niveau des cellules principales de la couche 4 (PC) entre les 10ème et 12ème 

jours postnataux (P10-12). Nous avons ensuite testé si le facteur neurotrophique BDNF 

(brain-derived neurotrophic factor) pouvait être la molécule microgliale impliquée dans la 

maturation de ces synapses corticales. L’utilisation de la lignée CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox 

nous a permis de montrer que l’absence de BDNF microglial entraîne aussi un déficit de 

maturation fonctionnelle des connexions excitatrices monosynaptiques et inhibitrices 

disynaptiques thalamocorticales entre P10-12 et que ce déséquilibre entre excitation et 

inhibition perdure chez les jeunes adultes. Nous avons donc identifié le BDNF comme un 

facteur microglial clé dans la maturation des circuits thalamocorticaux.  

Dans une deuxième étude, nous avons examiné les conséquences de perturbations de la 

microglie au cours du développement embryonnaire sur la mise en place des réseaux 

corticaux. L’induction d’une activation immunitaire maternelle (MIA) par injection de 
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lipopolysaccharide (LPS) bactérien ou la déplétion de la microglie aux stades embryonnaires 

modifie la répartition laminaire des interneurones inhibiteurs exprimant la parvalbumine (PV) 

– cellules responsables de l’inhibition feedforward – dans le cortex jusqu’à P20. Nos données 

fonctionnelles révèlent que ces protocoles de MIA et de déplétion induisent une augmentation 

de l’inhibition périsomatique des PC à P20, ainsi qu’une exubérance de l’inhibition latérale 

entre les tonneaux, dépendante des interneurones PV. Cette inhibition exacerbée ne perdure 

pas et nos enregistrements chez l’adulte indiquent au contraire un affaiblissement des 

synapses inhibitrices entre les interneurones PV et les PC. Nous postulons donc que les 

cellules microgliales sont le chaînon manquant entre des stimulations immunitaires, telles 

qu’elles peuvent se produire durant une inflammation pendant la grossesse, et l’augmentation 

du risque de développer des pathologies neurodéveloppementales.  

Ainsi, nos résultats mettent en exergue le rôle crucial de la microglie dans le développement 

des réseaux neuronaux corticaux pendant la période périnatale. 

 

Mots-clés 

Cellules microgliales, synapse thalamocorticale, interneurones inhibiteurs, cortex 

somatosensoriel primaire, développement postnatal, inhibition antérograde, activation 

immunitaire maternelle, AMPA, NMDA, GABA, BDNF, enregistrements 

électrophysiologiques, optogénétique 
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Abstract 

Microglial cells are a population of specialized macrophages residing in the CNS only. 

They have long been studied solely under pathological contexts and were thought to be active 

only upon homeostatic disturbance. However, over the last decade, they have been 

increasingly recognized to be essential players in the physiological functioning of the CNS. 

Specifically, during the CNS formation, microglia has been shown to regulate apoptosis and 

neuronal survival. They are also able to directly interact with synapses, by eliminating 

supernumerary and inappropriate connections, by promoting synapse formation or by 

regulating their activity. Yet mechanisms by which microglia influence wiring and functional 

maturation of cortical are not fully understood.  

To assess the role of microglia in cortical development, we used the barrel field as a model of 

neuronal development and we combined in vivo manipulations together with 

electrophysiology, optogenetics, pharmacologic and histologic approaches on brain slices of 

genetically-engineered mice. 

We first explored the consequences of microglia arrival near the terminals of thalamic 

afferents (center of the barrels) in the primary somatosensory cortex during the first postnatal 

week. We tested the impact of microglia on the development of functional properties of 

thalamocortical synapses and associated disynaptic feedforward inhibition. By selectively 

depleting microglia at early postnatal days, we show that microglia depletion during the first 

postnatal week delays the functional maturation of both monosynaptic thalamocortical 

synapse and feedforward inhibition of layer 4 principal cells of the barrel cortex (PC) up to 

the 10th and 12th postnatal days (P10-12). To identify the mechanism underlying this process, 

we used the CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox mouse line allowing the conditional deletion of 

microglial BDNF during the first postnatal week. Our recordings indicate that the absence of 

microglial BDNF, leads to a deficit in the functional maturation of both monosynaptic 

excitatory and disynaptic inhibitory thalamocortical connections between P10-12, and this 

unbalance between excitation and inhibition persists up to the end of the first postnatal month. 

We therefore identified microglial BDNF as a key factor of the maturation of thalamocortical 

circuits.  

In a second study, we investigated the consequences of microglia dysfunction during 

embryonic development on cortical networks wiring. Maternal immune activation (MIA) 

triggered by bacterial lipopolysaccharide (LPS) injections modifies the laminar distribution of 

parvalbumin-expressing inhibitory interneurons (PV) – key actors in neuropsychiatric disease 
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– in the cortex until P20. Our functional data revealed that these MIA and depletion protocols 

lead to an increase of layer 4 PC perisomatic inhibition at P20, as well as an exuberance of 

lateral inhibition between barrels supported by PV interneurons. This increased inhibition 

does not last and our recordings in adult mice show that, on the opposite, MIA and early 

microglia depletion result in weaker inhibitory synapses at P60. To conclude, we postulate 

that microglial cells are the missing link between maternal immune challenge and a higher 

risk of developing neurodevelopmental pathologies, like autism or schizophrenia. 

Our results highlight the crucial role of microglial cells in neuronal network development 

during the perinatal period.  

 

Keywords 

Microglial cells, thalamocortical synapse, inhibitory interneurons, primary somatosensory 

cortex, postnatal development, feedforward inhibition, maternal immune activation, AMPA, 

NMDA, GABA, BDNF, electrophysiological recordings, optogenetics 
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molecule 1 

IFN : interféron 

IGF1 : insulin growth factor 1 

IL : interleukine 
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current/potential 

IRF : facteur de regulation de l’interféron 

Lhx6 : LIM Homeobox 6 

LPS : lipopolysaccharide 

LTD : long-term depression 

LTP : long-term potentiation 

LSFM : light-sheet fluorescence microscopy 

http://fr.wikipedia.org/wiki/AMPA
http://fr.wikipedia.org/wiki/AMPA


 

 

 

 

20 

LSPS : laser-scanning photoactivation 

MAPK : mitogen-activated protein kinases 

MCP-1 : monocyte chemoattractant protein-1 

Mecp2 : methyl-CpG binding protein 2 

mEPSC : miniature excitatory post-synaptic 

current  

MHCII : major histocompatibility complex 

class II 

MIA : activation immunitaire maternelle 

MIF : Macrophage migration inhibitory factor 

MIP-1alpha : macrophage inflammatory 

protein-1alpha 

MMP : métalloprotéinase matricielle 

M-CSF : macrophage colony-stimulating 

factor 
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Ncx : sodium-calcium exchanger 

NGF : nerve growth factor 

NKCC1 : cotransporteur Na+-K+-Cl- isoforme 

1 

NMDA : N-méthyl-D-aspartate 

NMDG : N-méthyl-D-glucamine 

NO : oxyde nitrique 

P : postnatal day 

P2X : récepteur purinergique ionotropique 

P2Y : récepteur purinergique métabotropique 

pA : pico-ampère 

PAMP : pathogen-associated molecular pattern 

PBS : phosphate buffered saline 

PCD : programmed cell death 

PCR : polymerase chain reaction 

PDGF : platelet-derived growth factor 

PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase 

PGE2 : prostaglandine E2 

POA : preoptic area 

Poly(I:C) : acide polyriboinosinique 

polyribocytidilique 

POm : noyau posteriomédial du thalamus 

PPD : paired-pulse depression 

PPF : paired-pulse facilitation 

PPR : paired-pulse ratio 

PrV : noyau rostral principal du tronc cérébral 

PSD-95 : postsynaptic density protein 95 

PV : parvalbumine 

Rs : résistance en série 

Rin : résistance d’entrée 

ROS : espèces réactives de l’oxygène 

S1 : cortex somatosensoriel primaire 

sEPSC : spontaneous excitatory post-synaptic 

current 

sIPSC : spontaneous inhibitory post-synaptic 

current 

SNAP25 : Synaptosomal-associated protein 2 

SNC : Système nerveux central 

SpV : : noyau spinal caudal du tronc cérébral 

SPN : subplate neurons 

SST : somatostatine 

TCA : thalamocortical axons  

TEP : tomographie par émission de positons 

http://en.wikipedia.org/wiki/P38_mitogen-activated_protein_kinases
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Th : lymphocytes T helper 
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TNFα : tumor necrosis factor α 

TNFR1 : récepteur au TNFα 

TREM2 : triggering receptor expressed by 
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TrkB : tropomyosin related kinase B 
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TTX : tetrodotoxin 

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl 

transferase dUTP nick end labeling 

VB ou VPM : ventrobasal (ventral posterior 

medial nucleus) thalamus 

VGluT2 : vesicular glutamate transporter 2 

VPM : noyau médial postérieur ventral du 

thalamus 

VZ/SVZ : zones ventriculaire et sous-

ventriculaire 
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file://///Users/mac/Desktop/THESE%20COCO/Thèse_C-A%20Mosser.docx%23_Toc524472783
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file://///Users/mac/Desktop/THESE%20COCO/Thèse_C-A%20Mosser.docx%23_Toc524472792
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file://///Users/mac/Desktop/THESE%20COCO/Thèse_C-A%20Mosser.docx%23_Toc524472806
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Avant-propos 

 

Notre système nerveux central (SNC) est constitué de neurones et de cellules gliales, 

deux grandes populations cellulaires dont la différence fondamentale repose sur leur 

excitabilité électrique. Les neurones sont capables de répondre à une stimulation externe par 

la génération d’un potentiel d’action pouvant se propager à travers le réseau de neurones 

(même si certains neurones ne génèrent pas de potentiels d’action). Les cellules de la glie ne 

sont pas équipées pour générer de vrais potentiels d’action capables de se propager dans un 

réseau, bien qu'elles expriment des canaux dont l’ouverture dépend du potentiel membranaire. 

Au cours des dernières décennies, cette glie qui historiquement était considérée comme une 

simple « colle à neurones » inerte, s’est finalement révélée être impliquée de façon active 

dans de nombreuses fonctions cérébrales essentielles. Du point de vue quantitatif, les cellules 

gliales sont assez nombreuses et on a longtemps cru que, plus on montait dans l’échelle de 

l’évolution, plus elles surpassaient les neurones en nombre. Durant un demi-siècle il fut 

estimé que le cerveau humain – qui renferme environ 1011 neurones comprenant plusieurs 

centaines de types différents –, contenait 1012 cellules gliales, soit un rapport glie:neurones de 

10:1. Après de long débats, symptomatiques de la difficulté à quantifier précisément le 

nombre de cellules dans l’ensemble du SNC, ce dogme a récemment été remis en cause par 

une nouvelle méthode de comptage, le fractionnement isotrope, qui a révélé un rapport 

glie:neurones inférieur à 1:1, dénombrant moins de 100 milliards de cellules gliales dans le 

cerveau humain (von Bartheld et al., 2016). Tout de même presque aussi nombreuses que les 

neurones, les cellules gliales se divisent en trois principales populations aux caractéristiques et 

fonctions très distinctes : les astrocytes, les oligodendrocytes et cellules NG2, et la microglie.  

Initialement décrite au début du siècle dernier par Pio del Rio Hortega, la microglie (ou 

cellules microgliales) constitue la population des macrophages résidents dans le SNC et 

représente 10 à 15% du nombre total des cellules gliales (Verkhratsky and Butt, 2007). Son 

appellation découle d’un caractère morphologique qui, dans le tissu adulte, la différencie des 

deux autres types gliaux : un corps cellulaire de petite dimension mais muni de longs 

prolongements ramifiés. Ces dernières années, une multitude de nouveaux outils de pointe et 

d’animaux transgéniques ont permis d’élargir notre compréhension de la microglie. Cette 

vague de découvertes a alimenté un intérêt croissant pour le rôle que ces cellules jouent dans 

diverses neuropathologies mais aussi en conditions physiologique et notamment au cours du 

développement du SNC.  
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Mon introduction, visant à présenter l’ensemble des éléments nécessaires à la compréhension 

des résultats obtenus et à la discussion, est en grande partie basée sur la publication 

“Microglial cells : Shaping the brain for the future” (Mosser et al., 2017), présentée en 

annexe de la thèse. 

Je commencerai par résumer nos connaissances actuelles relatives à la microglie et ses divers 

états d’activation, puis j’évoquerai les dernières preuves expérimentales qui ont modifié notre 

vision du comportement de ces cellules immunitaires dans le SNC adulte en conditions 

physiologiques.  

La deuxième partie sera consacrée à l’origine des cellules microgliales, qui fût longtemps 

débattue, et à la façon dont les microglies envahissent et acquièrent leur maturité dans le SNC 

en développement. 

Au cours des troisième et quatrième parties, nous verrons comment les microglies 

interagissent avec d'autres cellules cérébrales en développement et contrôlent l’architecture 

des réseaux neuronaux et synaptiques. 

Je discuterai dans une cinquième partie comment, au vu de leurs fonctions développementales 

décrites précédemment, les microglies pourraient contribuer au déclenchement et/ou à la 

progression de pathologies neurodéveloppementales. 

Enfin, je détaillerai le développement du cortex somatosensoriel en champ de tonneau, choisi 

comme modèle pour explorer l’influence de la microglie sur la maturation des réseaux 

synaptiques ; et la façon dont la microglie colonise et influence le développement postnatal de 

cette structure corticale. 
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I. La microglie dans tous ses états 

Comme les macrophages périvasculaires et méningés, mais contrairement aux macrophages 

du plexus choroïde, les cellules microgliales dérivent de précurseurs hématopoïétiques au 

cours du développement embryonnaire et établissent des populations stables (Goldmann et al., 

2016). En adéquation avec leur identité de cellules immunitaires, les cellules microgliales sont 

la première ligne de défense rapide en cas de pathologie du SNC et, à ce titre, représentent un 

outil de diagnostic pour le neuropathologiste. Cette mobilisation conduit à des changements 

de leur phénotype, appelé classiquement « activation microgliale », permettant à la microglie 

de réagir et de s'adapter de manière spécifique au nouvel environnement (Hanisch and 

Kettenmann, 2007 ; Ransohoff and Perry, 2009 ; Shemer et al., 2015).  

1. Le large spectre d’« activation » microgliale 

Dans le SNC adulte, l'activation des cellules microgliales a d'abord été décrite comme un 

changement morphologique : d'un petit soma d'où partent de longs et minces prolongements 

très ramifiés en conditions physiologiques, elles adoptent une morphologie peu ramifiée, leurs 

prolongements se rétractant et s'épaississant lors d’une perturbation homéostasique, ce qui 

peut par la suite conduire à une morphologie amiboïde, sans ramifications, dans les cas les 

plus graves (Fig. 1A). Nous savons maintenant que ces changements morphologiques 

s'accompagnent d'importantes modifications fonctionnelles, y compris de modifications de 

l'expression génique et des propriétés de motilité, d'une prolifération et d'une activité 

phagocytaire accrues, et de la libération de nombreux médiateurs pro- et anti-inflammatoires 

(Hanisch and Kettenmann, 2007 ; Kierdorf and Prinz, 2013 ; Ransohoff and Perry, 2009). 

Pourtant, l'activation microgliale n'est pas un phénomène obéissant à la loi du « tout ou rien » 

; elle est au contraire progressive et totalement dépendante du contexte pathologique. Il est 

donc incorrect de parler d'un seul état d'activation, sachant qu'il existe en fait une grande 

diversité de phénotypes déterminés par une étroite détection des indices environnementaux et 

qui permet aux cellules microgliales de se comporter de façon spécifique en fonction des 

différentes modalités pathologiques (Fig. 1A) (Hanisch and Kettenmann, 2007 ; Kierdorf and 

Prinz, 2013 ; Ransohoff and Perry, 2009). 

Les termes « activation » ou « états activés » sont donc trompeurs dans le sens où ils laissent 

entendre que, quelles que soient les conditions pathologiques, les cellules microgliales 

acquièrent systématiquement le même phénotype (dénommé « état activé/activation), ce qui 

n'est en fait nullement le cas. A l'instar du modèle de polarisation à deux états M1 et M2 des 
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macrophages présents dans les tissus non neuronaux (c'est-à-dire les macrophages 

périphériques), plusieurs auteurs ont adopté une classification M1 (pro-inflammatoire et 

neurotoxique) / M2 (anti-inflammatoire et neuroprotectrice) de la microglie réactive (Boche et 

al., 2013). Toutefois, les plus récentes observations indiquent que ce modèle simplifié à deux 

états ne peut décrire la diversité réelle des états « réactifs » de la microglie (Heppner et al., 

2015 ; Martinez and Gordon, 2014 ; Prinz and Priller, 2014 ; Ransohoff, 2016). Cette notion 

de polarisation M1/M2 est aujourd'hui sérieusement remise en cause également pour les 

macrophages périphériques (Ginhoux et al., 2016 ; Murray et al., 2014), car elle ne rend pas 

compte de l’existence d’un continuum d’états fonctionnels. Même si les mécanismes qui sous-

tendent les changements phénotypiques de la microglie ne sont pas entièrement éclaircis, on 

connaît plusieurs voies de signalisation qui modulent l'expression de ce phénomène.  

2. La signalisation « on » / « off » 

On a notamment tenté de classer les signaux neuronaux comme des voies de signalisation « 

off » ou « on » en fonction de leur mode d'action : les signaux « off » sont exprimés de 

manière constitutive afin de maintenir la microglie dans un état non réactif et donc de 

neutraliser l'activité pro-inflammatoire ; les signaux « on » sont inductibles et constituent des 

signaux d'alerte (Biber et al., 2007). De ce fait, la suppression des signaux « off » et 

l'apparition de signaux « on » favorisent l'activation de la microglie. Ces deux catégories de 

signaux peuvent cependant contrôler aussi bien les fonctions « bénéfiques » que les fonctions 

« néfastes » de la microglie. De nombreuses voies de signalisation peuvent déterminent les 

changements de phénotype des cellules microgliales (Hanisch and Kettenmann, 2007 ; 

Kettenmann et al., 2011 ; Kierdorf and Prinz, 2013 ; Ransohoff and Perry, 2009). Les cellules 

microgliales expriment en effet un large répertoire de récepteurs les rendant capable de 

détecter l’apparition soudaine de facteurs, de micro-organismes, de concentrations anormales 

de molécules… et permettant ainsi un dialogue constant entre les cellules microgliales et leur 

environnement.  

Ce répertoire comprend des récepteurs aux neurotransmetteurs purinergiques (ionotropiques 

P2X et métabotropiques P2Y), glutamatergiques (ionotropiques et métabotropiques) et peut-

être d’autres neurotransmetteurs comme le GABA, l’acétylcholine et la dopamine, mais ces 

derniers ont été uniquement étudiés dans les microglies en culture, et leur importance 

physiologiques n’a pas été déterminée. Ces récepteurs leur permettent de détecter l’activité 

neuronale locale. De nombreux récepteurs Toll-like (TLR) leurs permettent de reconnaître des 
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molécules pathogènes exogènes ou des ligands endogènes libérés en cas de lésion ou de stress 

métabolique, ce qui permet d’initier les réponses immunitaires adaptées. L’expression de 

récepteurs aux immunoglobulines et aux éléments du système du complément, ainsi qu’à 

diverses cytokines a également été observée dans divers contextes. Les cytokines regroupent 

une multitude de protéines de signalisation, incluant les interleukines, les interférons, les CSF, 

les TNF, les TGF et les chimiokines. Dans l’ensemble, un vaste éventail de signaux peut 

induire une multitude fonctions microgliales, ce qui rend une revue exhaustive impossible ici. 

Néanmoins, nous discuterons brièvement dans le paragraphe suivant le cas de la fractalkine, 

un des signaux « off » le mieux documenté chez l’adulte, et ayant également plusieurs rôles 

connus pendant le développement (Arnoux and Audinat, 2015). 

3. La voie de signalisation fractalkine/CX3CR1 

La chimiokine fractalkine (ou CX3CL1) est exprimée uniquement par les neurones et son 

seul récepteur connu, CX3CR1, est exclusivement exprimé par la microglie dans le 

parenchyme du SNC (Cardona et al., 2008). Un large ensemble de données indique que la 

voie de signalisation CX3CL1/R1 inhibe l'activation de la microglie. Dans plusieurs modèles 

animaux de neuropathologies, tels que les accidents vasculaires cérébraux, la sclérose latérale 

amyotrophique, ou les maladies de Parkinson et d'Alzheimer, un déficit en CX3CL1 ou 

CX3CR1 entraîne une production accrue de médiateurs pro-inflammatoires, dont 

l'interleukine-1β (IL-1β), et d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) qui provoquent la mort 

cellulaire (Cardona et al., 2006 ; Cho et al., 2011 ; Morganti et al., 2012 ; Sheridan and 

Murphy, 2013). Il convient toutefois de noter que bon nombre de ces études étaient fondées 

sur l'utilisation de souris ayant subi une invalidation génique (knockout ou KO) constitutive 

pour la fractalkine ou pour son récepteur, en supposant que cette déficience n'aurait aucune 

influence sur les conditions physiologiques. Nous savons maintenant que la signalisation 

fractalkine influence le développement normal du SNC (Arnoux and Audinat, 2015 ; 

Paolicelli et al., 2014) et que les souris adultes CX3CR1 KO ont des déficits au niveau de 

plusieurs fonctions physiologiques du cerveau (Rogers et al., 2011 ; Zhan et al., 2014). Il 

serait donc important de réexaminer le rôle de cette voie de signalisation dans les conditions 

pathologiques à la lumière de ce que nous comprenons maintenant du rôle de la fractalkine et 

de la microglie au cours du développement. Le cas de la fractalkine illustre bien que 

l'activation d'une voie de signalisation donnée dans les cellules microgliales peut avoir une 

variété de résultats selon l'environnement, y compris les stades de développement. 
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4. Surveillance constante et dynamique du SNC adulte 

Au cours de cette dernière décennie, le développement de nouveaux outils d'analyse 

fonctionnelle et de nouveaux modèles animaux a complètement changé notre vision des 

fonctions de la microglie dans les conditions physiologiques. En 2005, deux publications 

pionnières ont révélé, en employant la microscopie in vivo à deux photons sur des souris 

CX3CR1-eGFP anesthésiées, que les cellules microgliales en conditions physiologiques sont 

loin d'être quiescentes comme on le supposait auparavant, mais au contraire étendent et 

rétractent leurs ramifications en permanence (Davalos et al., 2005 ; Nimmerjahn et al., 2005). 

Cette activité de « patrouille » des prolongements microgliaux est un moyen de détecter plus 

rapidement les signaux de danger se manifestant dans le parenchyme cérébral. Ces deux 

articles ont montré qu'en réponse à des lésions au laser ou à des applications locales d'ATP, 

qui est considéré comme un signal d'alarme (Rodrigues et al., 2015), les cellules microgliales 

étendent rapidement leurs prolongements vers la lésion ou la source de l'ATP, qui agit ici 

comme un chimioattractant (Fig. 1A). Bien que d'autres voies de signalisation puissent 

contrôler la motilité orientée des processus de la microglie, les récepteurs P2Y12 

purinergiques et les récepteurs A2A de l'adénosine jouent un rôle déterminant dans l'extension 

et la rétraction rapides du processus, respectivement, qui se produisent juste après une 

agression du parenchyme nerveux parenchyme (Haynes et al., 2006 ; Orr et al., 2009). 

Figure 1. La microglie aux multiples visages. (A) "Activation" de la microglie dans le cerveau 

adulte. En conditions physiologiques, les cellules microgliales se présentent sous forme très ramifiée 

et scannent continuellement le parenchyme neuronal grâce à leurs prolongements mobiles. En cas de 

perturbation homéostasique, les cellules microgliales peuvent acquérir une panoplie différents 

phénotypes qui dépendront de la nature du stimulus et peuvent se traduire par des changements 

morphologiques (augmentation de la taille du soma et rétraction des prolongements), un remodelage 

du transcriptome et du protéome, une motilité cellulaire ou des prolongements vers un site de lésion, 

une prolifération, de la phagocytose ou encore la sécrétion de facteurs comme des cytokines, des 

facteurs de croissance ou des ROS. (B) Les phénotypes microgliaux au cours du développement 

embryonnaire et postnatal physiologique. La maturation microgliale suit pendant le développement un 

schéma général, depuis la cellule amiboïde immature ou très peu ramifiée à la cellule microgliale « de 

surveillance » entièrement ramifiée. Cependant, des indices exprimés de façon spatio-temporelle 

différente peuvent orienter les cellules microgliales vers différents phénotypes, ce qui conduit à et 

explique la diversité observée chez l’adulte. (C) Une perturbation embryonnaire ou néonatale 

(première atteinte, symbolisée sous forme d’éclair) peut « amorcer » la microglie, c’est-à-dire 

entraîner des modifications durables du phénotype microglial. Ce nouveau phénotype peut ne pas 

avoir de conséquences fonctionnelles, jusqu'à l'apparition d'une deuxième perturbation. Le phénotype 

acquis par la microglie après la deuxième atteinte est déterminé par la survenue de la première. ChA : 

source de chimioattractant 
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À la suite de ces premières observations, d'autres groupes ont montré qu'au cours de leur 

surveillance du parenchyme, les prolongements microgliaux entrent en contact avec les 

synapses. La fréquence et la durée de ces contacts sont régulées par l'activité du réseau 

neuronal et peuvent influencer le devenir et l'activité des synapses (Li et al., 2012 ; Pfeiffer et 

al., 2016 ; Sipe et al., 2016 ; Tremblay et al., 2010 ; Wake et al., 2009). De façon intéressante, 

il a été montré que les cellules microgliales favorisent la formation de nouvelles épines 

dendritiques dans le cortex d'animaux effectuant une tâche d'apprentissage moteur (Parkhurst 

et al., 2013). En parallèle, plusieurs groupes ont également découvert que la mobilisation de 

voies microgliales spécifiques pouvait conduire à la modulation de l'activité synaptique. C'est 

le cas par exemple de la fractalkine dont nous parlions dans la section précédente, qui régule 

la transmission synaptique excitatrice et la plasticité dans l'hippocampe (Rogers et al., 2011 ; 

Scianni et al., 2013) mais aussi de la signalisation microgliale via le TLR 4, qui contrôle 

indirectement la probabilité de libération de glutamate des fibres présynaptiques par la 

mobilisation d'astrocytes (Pascual et al., 2012). Il a également été récemment démontré que 

les récepteurs P2Y12 microgliaux sont nécessaires à la plasticité synaptique pendant la 

période critique de dominance oculaire (Sipe et al., 2016). Ces travaux déterminants ont fait 

naître l'idée que les cellules microgliales non seulement contrôlent, mais aussi régulent, les 

activités synaptiques et neuronales dans le cerveau sain (Schafer et al., 2013 ; Tremblay et al., 

2011). Ces observations suggèrent en outre que des changements profonds dans le phénotype 

de la microglie lors de l'apparition de situations pathologiques auront deux conséquences : i) 

la perte de l'influence constitutive de la surveillance microgliale et ii) l'émergence de 

nouvelles interactions liées à la nature immunitaire de ces cellules. Toutefois, il existe une 

grande variété de circonstances dans lesquelles microglie « sentinelle » et microglie 

« activée » coexistent. Par exemple, on considère en général que l'activité phagocytaire est 

une caractéristique des macrophages activés, y compris des cellules microgliales. Pourtant, 

dans le gyrus denté de l'adulte, la microglie phagocyte les précurseurs neuronaux générés en 

conditions physiologiques, et cela se produit sans l'apparition d'aucun autre signe d'activation 

(Sierra et al., 2010). 

Cette constatation illustre l'extrême plasticité des cellules microgliales et rend difficile la 

prédiction de leur phénotype et de leur rôle dans un contexte donné juste d'après les 

connaissances que nous avons acquises sur d'autres modèles. De ce point de vue, l'étude des 

cellules microgliales au cours du développement du SNC représente un véritable défi puisque 

leur phénotype évolue constamment, passant de cellules presque amiboïdes lorsqu'elles 



 

 

 

 

33 

entrent dans le parenchyme du SNC au stade embryonnaire à des cellules entièrement 

ramifiées au stade juvénile. Il est frappant de constater qu'à un stade de développement donné, 

des cellules microgliales ayant des phénotypes morphologiques (et donc fonctionnels) 

différents sont réparties de façon différente dans des régions du SNC. Ceci reflète la 

dynamique de la colonisation du cerveau par les cellules microgliales et leur exceptionnelle 

capacité à s'adapter à leur environnement, ce qui explique le couplage étroit entre leur propre 

maturation et le développement des autres éléments du SNC. Cette diversité de phénotypes 

prédit une variété de fonctions dans le SNC en développement. Dans la partie suivante, nous 

nous pencherons sur la façon dont les microglies envahissent et acquièrent leur maturité dans 

le SNC en développement. 

II. Origine et développement de la microglie  

1. Des envahisseurs venus d'ailleurs 

L'origine des cellules microgliales diffère de celle des autres types cellulaires du parenchyme 

cérébral, et l'identification précise de l'origine et du lignage cellulaire de ces envahisseurs du 

SNC fut source de débats durant de nombreuses années. Plus de cent cinquante ans se sont 

écoulés depuis les premiers témoignages qui firent état de la présence d'éléments 

phagocytaires mésodermiques au sein du SNC. En effet, entre la fin du XIXème et le début du 

XXème siècle, Franz Nissl, William Ford Robertson, Ramon Y Cajal et Pio del Rio-Hortega 

proposaient déjà une origine mésodermique de ces cellules (Ginhoux et al., 2013) ; voir aussi 

les récentes traductions des articles de Pio del Rio-Hortega (Sierra et al., 2016)). Les cellules 

microgliales furent décrites pour la première fois à la fin des années 1800 par Franz Nissl, qui 

les nomma tout d’abord « cellules bâtons » (“Stabchenzellen”), puis par William Ford 

Robertson qui les identifia comme « mésoglie », en opposition aux neurones et autres cellules 

de la « macroglie » dérivant du neurectoderme. Il faudra attendre 1913 pour que Santiago 

Ramon y Cajal renomme ces cellules comme les « troisième élément du système nerveux » 

afin de les différencier des neurones et de la « neuroglie » décrite par Virchow en 1858 « Die 

Cellularpathologie », et 1919 pour que son collègue Pio Del Rio Hortega affine ce concept en 

les nommant « microglie ». Del Rio Hortega, surnommé le « père de la microglie », suscita 

une polémique en établissant cette distinction nette entre ces véritables éléments 

mésodermiques et les oligodendrocytes, auparavant considérés comme des composants de la 

mésoglie, ce qui donna lieu à une série de recherches fructueuses en Europe jusqu’à la fin des 

années 40. Dans les années 1960, il fut admis qu’il s’agissait bien des cellules immunitaires 
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effectrices intrinsèques au SNC. Il s’ensuivit une longue période de controverse concernant 

l’origine de ces cellules et deux hypothèses furent discutées. La première, qui soutenait la 

thèse d'une origine neuroectodermique commune avec les neurones, les astrocytes et les 

oligodendrocytes, fût proposée sur la base d'expériences dans un système de culture ou de 

transplantation de cellules de moelle osseuse adulte (De Groot et al., 1992 ; Fedoroff et al.). 

La seconde postulait que les cellules microgliales provenaient de cellules hématopoïétiques, 

les monocytes, qui sont les leucocytes sanguins circulants, précurseurs des macrophages des 

tissus périphériques (Kaur et al., 1987 ; Ling, 1994). Cependant, les données les plus récentes, 

que nous examinerons dans les paragraphes suivants, ne soutiennent pas cette hypothèse 

d’une origine monocytaire et au contraire appuient maintenant l'idée que les cellules 

microgliales sont issues de macrophages primaires provenant du sac vitellin extra-

embryonnaire, qui est le premier site d'hématopoïèse (Fig. 2). L'hématopoïèse primaire se 

produit dans le sac vitellin vers le jour embryonnaire (E) 7 chez la souris et contribue à la 

production d'érythrocytes et de macrophages (Bertrand et al., 2005 ; Palis et al., 1999). Elle 

décroît au cours du développement embryonnaire et est progressivement remplacée par 

l'hématopoïèse définitive qui a lieu dans l'aorte, les gonades et le mésonéphros (AGM) à 

E10,5 (Ginhoux et al., 2013). Les progéniteurs issus de l'hématopoïèse définitive se 

développent de façon transitoire dans le foie fœtal, qui produit toutes les cellules 

hématopoïétiques après E11,5 au cours de la vie embryonnaire. Après la naissance, ces 

cellules seront produites par la moelle osseuse (Hoeffel and Ginhoux, 2015). 

Les macrophages primaires naissent dans les îlots sanguins du sac vitellin et se propagent 

dans l'embryon par le flux sanguin une fois le système circulatoire établi, autour de E8 et E10. 

L'étude des embryons de souris Ncx-1-/-, dépourvus d'échangeurs Na+/Ca2+, a démontré que 

le système cardiovasculaire est indispensable à la migration des macrophages (Ginhoux et al., 

2010). En effet, les précurseurs des cellules microgliales ne se propagent pas dans ces 

embryons déficients en Ncx-1, dépourvus de battements cardiaques et d'une circulation 

sanguine fonctionnelle. L’absence d'échangeurs Na+/Ca2+ n'affecte toutefois pas 

l'hématopoïèse primaire qui a lieu dans le sac vitellin, les embryons Ncx-1-/- possédant un 

nombre similaire de macrophages comparé aux embryons témoins. Ainsi, les macrophages 

primaires colonisent différents tissus, comme le SNC en développement, et se différencient en 

macrophages fœtaux selon une voie non-monocytaire (Takahashi et al., 1996). 
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Figure 2. Colonisation du SNC en formation par la microglie. Les précurseurs microgliaux 

naissent dans le sac vitellin aux premiers stades embryonnaires, E7 chez la souris. Ils envahissent le 

SNC à partir de E8.5 et suivent ensuite des voies de migration tangentielle et radiale pour envahir 

toutes les régions du SNC. Par exemple, dans le champ de tonneaux du cortex somatosensoriel, les 

cellules microgliales migrent radialement pour infiltrer les différentes couches. Les tonneaux de la 

couche 4 contiennent les synapses thalamocorticales codant les informations sensorielles des vibrisses 

et se forment à P3. Les cellules microgliales n'entrent dans les tonneaux qu'après P5 pour interagir 

avec les synapses thalamocorticales et influencer leur maturation fonctionnelle. La distribution des 

cellules microgliales dans la couche 4 ne devient homogène qu'après le début de la deuxième semaine 

postnatale. CP : plaque corticale, M : méninges, NCx : néocortex, V : ventricule. 

 

Les expériences de cartographie de la destinée cellulaire appuient également l'idée que les 

macrophages du sac vitellin sont à l'origine des cellules microgliales adultes. En effet, 

Samokhalov et ses collaborateurs ont développé une lignée de souris exprimant une 

recombinase Cre inductible sous le promoteur Runx1 (Runt-related transcription factor 1), un 

facteur de transcription impliqué dans le développement de toutes les lignées cellulaires 

hématopoïétiques (Samokhvalov et al., 2007). En croisant ces souris avec les lignées 

ROSA26-stop-EYFP ou ROSA26-stop-LacZ, Ginhoux et ses collègues ont découvert que 

l'expression de Runx1 était limitée aux îlots sanguins du sac vitellin avant E8. L'induction de 

l'expression de la recombinase Cre à E7.5 marque 30% des macrophages du sac vitellin, 

pourcentage s'expliquant par l'efficacité partielle de la recombinaison, et qui permet de 

déterminer le devenir des macrophages nés dans le sac vitellin à cette période et de leur 

descendance. L'analyse de ces souris à différents jours embryonnaires indique qu'une 

proportion similaire de macrophages du sac vitellin et de cellules microgliales marqués est 

détectée à E10 et E13 (environ 30%). De plus, 30 % des cellules microgliales sont marquées 

chez les souris adultes lorsque la recombinase Cre est activée à E7,5. Cette proportion 
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identique de cellules recombinées chez les macrophages du sac vitellin présents dans le 

cerveau aux stades embryonnaires et chez la microglie adulte rend peu probable une invasion 

tardive du SNC par des cellules précurseurs non marquées qui se différencieraient en cellules 

de la microglie (Ginhoux et al., 2010). Toutefois, une autre étude récente a suggéré l'existence 

d'une vague de monocytes fœtaux dérivés du foie qui infiltreraient le cerveau, atteignant un 

pic à P3, mais qui seraient rapidement éliminés par apoptose et ne contribuent pas à la 

population microgliale adulte (Askew et al., 2017). 

L'analyse des autres facteurs gouvernant la différenciation des cellules dérivant de 

l'hématopoïèse primitive et de l'hématopoïèse définitive étaye aussi la thèse selon laquelle 

l'origine de la microglie diffère de celle des autres macrophages. Le facteur de transcription 

Myb, par exemple, est superflu pour le développement des macrophages primaires mais est 

nécessaire pour celui des cellules souches hématopoïétiques issues de l'hématopoïèse 

définitive (Schulz et al., 2012). En outre, Kierdorf et ses collaborateurs ont découvert que les 

cellules microgliales provenaient de cellules CD45- et c-kit-positives trouvées à E8 dans le 

sac vitellin, qui donnent naissance à des précurseurs de cellules microgliales exprimant 

CX3CR1, CD45 et F4/80 encerclant le tube neural à E9 (Kierdorf and Prinz, 2013). La survie 

et le développement des précurseurs microgliaux dépendent de l'expression du facteur de 

transcription Pu.1, également connu sous le nom de Sfpi (Kierdorf and Prinz, 2013) et sont 

régulés par le facteur de stimulation des colonies (CSF)-1R (Erblich et al., 2011 ; Ginhoux et 

al., 2010) ainsi que son ligand IL-34 (Greter et al., 2012 ; Wang et al., 2012). Le facteur de 

régulation de l'interféron (IRF) 8, un facteur nucléaire exprimé de façon constitutive dans les 

cellules microgliales, est également un déterminant transcriptionnel crucial du phénotype de 

ces cellules (Minten et al., 2012). Les macrophages primaires du sac vitellin migrent dans tout 

l'embryon après l'établissement du système circulatoire. Ils sont détectables dans l'intégralité 

de l'embryon aux tous premiers stades du développement, mais ils ne persisteront que dans le 

SNC où ils se différencieront en cellules microgliales au cours d'un processus qui nécessite le 

TGF-β. Ce facteur de croissance détermine les signatures moléculaires et fonctionnelles de la 

microglie adulte chez l'humain et le rongeur, mais il est également nécessaire à la 

différenciation et au maintien de la microglie au cours du développement embryonnaire 

(Butovsky et al., 2014). Il est intéressant de noter que le maintien des cellules microgliales à 

l'âge adulte est également contrôlé, grâce à un couplage entre prolifération et apoptose qui 

conditionne un turnover rapide, et cette régulation repose sur la signalisation CSF-1R (Askew 

et al., 2017 ; Elmore et al., 2014).  
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Dans le SNC embryonnaire humain, les premières cellules microgliales qui pénètrent dans le 

parenchyme cérébral empruntent trois voies : les méninges, le plexus choroïde et les 

ventricules (Verney et al., 2010). Chez les rongeurs, la voie d'entrée ventriculaire implique la 

NADPH oxydase Nox2 microgliale, qui génère des ions superoxydes, régule la chimiotaxie 

microgliale dépendante de la voir CSF-1R/VEGFR1, et favorise l'infiltration des cellules 

microgliales dans la zone sous-ventriculaire du cortex (Lelli et al., 2013). Ce rôle 

développemental de la signalisation NADPH oxydase Nox2 contraste avec sa fonction 

neurotoxique en conditions pathologiques (Chen et al., 2016 ; Vilhardt, 2016). Une autre voie 

de signalisation favorisant le recrutement et le regroupement des cellules microgliales dans les 

niches germinales du cortex en développement – c'est-à-dire les zones ventriculaire et sous-

ventriculaire (VZ/SVZ) – fait intervenir la production de chimiokines CXCL12 par des 

progéniteurs intermédiaires (cellules Trb2+), ce qui favorise le recrutement des cellules 

microgliales dans la SVZ (Arnò et al., 2014).  

2. Colonisation du parenchyme cérébral 

Une fois dans le parenchyme nerveux, les cellules microgliales amiboïdes migrent suivant un 

schéma spatio-temporel spécifique à leur voie d'entrée et s'accumulent d'abord en amas, à 

proximité ou dans la matière blanche en développement, où elles prolifèrent activement 

(Verney et al., 2010). Ces cellules poursuivent leur colonisation en deux phases (Fig. 2). La 

première phase consiste en une migration tangentielle pendant laquelle les cellules migrent le 

long de la surface pour se répartir en une nappe uniforme couvrant toutes les régions du SNC. 

Des études ont montré que ces précurseurs de microglie se déplacent le long des pieds de la 

glie radiaire et des faisceaux axonaux dans la rétine, le colliculus supérieur, le cortex et le 

cervelet (Cuadros and Navascués, 2001 ; Pont-Lezica et al., 2011). Au cours de la seconde 

phase de migration, les cellules microgliales migrent perpendiculairement à la surface du SNC 

pour rejoindre toutes les couches du cerveau (Fig. 2). Pendant la formation du cortex, elles se 

propagent jusqu'à la plaque sous-corticale et s'accumulent à l'interface entre cette dernière et 

la plaque corticale (Monier et al., 2007). Cette sous-plaque, dont l'existence est transitoire, 

contient des neurones matures recevant les afférences thalamiques qui traversent le cortex 

immature ((Allendoerfer and Shatz, 1994), et voir le paragraphe VI.4.2.2). Les cellules 

microgliales envahissent ensuite la plaque corticale en vue d'atteindre leur ultime destination. 

Aux premiers stades de développement, les cellules microgliales immatures se caractérisent 

par une morphologie typiquement amiboïde, avec très peu voire sans prolongements (Fig. 

1B), ce qui facilite leur migration (Monier et al., 2007 ; Rigato, 2011). Leur comportement 
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locomoteur est semblable à celui des fibroblastes en culture et consiste en une extension 

polarisée au niveau du front de migration, une translocation du noyau et une rétraction de 

l'arrière de la cellule (Marín-Teva et al., 1998 ; Swinnen et al., 2013). La migration des 

cellules microgliales serait facilitée par des interactions avec les molécules d'adhésion situées 

sur les vaisseaux sanguins et/ou avec les composants de la matrice extracellulaire, notamment 

via le récepteur à la fibronectine, l’intégrine α5β1 (Smolders et al., 2017). Au cours du 

développement embryonnaire, la colonisation du SNC par la microglie coïncide avec sa 

vascularisation (E10 chez les rongeurs) et une étroite relation entre microglie et bourgeons 

vasculaires pourrait être impliquée dans la migration microgliale (Earle, 1998 ; Monier, 2006 ; 

Rigato, 2011). Cette association entre microglie et vaisseaux sanguins est également observée 

dans les couches corticales superficielles aux stades postnatals précoces (Arnoux et al., 2013). 

Par ailleurs, la croissance des vaisseaux est stimulée par la libération de facteurs microgliaux 

solubles (Rymo, 2011). Par conséquent, les animaux présentant peu ou pas de microglie (par 

exemple, les souris Pu.1-/-) présentent un réseau vasculaire sous-développé. Il est donc 

probable que la microglie et les vaisseaux sanguins influencent réciproquement leur 

développement, mais les mécanismes de signalisation impliqués dans ces interactions ne sont 

pas encore bien compris.  

Dans la moelle épinière embryonnaire par exemple, des appositions très rapprochées entre 

microglie et glie radiaire ont été observées, ce qui suggère que cette dernière peut également 

guider la migration microgliale tangentielle (Rigato, 2011). De plus, l'expression microgliale 

des métalloprotéinases matricielles (MMPs) qui peuvent remodeler la matrice extracellulaire 

contribue à la régulation de la migration des microglies pendant l'embryogenèse. L'expression 

des MMP-8 et -9 notamment joue un rôle clé dans la propagation de la microglie et 

l'inhibition de la MMP entrave la propagation de la microglie (Kierdorf et al., 2013).  

Comme pour la migration des oligodendrocytes, la migration des cellules microgliales 

pourrait être guidée par un gradient de molécules de « guidage » comme les sémaphorines et 

les nétrines (Spassky et al., 2002) mais aussi par des chimiokines telles que MCP1 et MIP-

1alpha (Rezaie et al., 2002), CXCL12 (Arnò et al., 2014) ou des ligands de CSF-1R et 

VGEFR1 (Lelli et al., 2013). Dans le SNC postnatal, d'autres facteurs neuronaux aident les 

cellules microgliales à atteindre leur cible définitive dans le parenchyme cérébral. C'est le cas 

de la chimiokine neuronale fractalkine, dont le récepteur, CX3CR1, est exprimé 

exclusivement au niveau des cellules microgliales (voir paragraphe I.3). Chez les souris 

déficientes en CX3CR1, le recrutement de cellules microgliales dans l'hippocampe et le 
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cortex somatosensoriel en formation au tout début du développement postnatal est retardé de 

plusieurs jours (Hoshiko et al., 2012 ; Paolicelli et al., 2011). Ces observations pourraient 

s'expliquer par l’effet chimio-attracteur de la fractalkine ou par une altération de la motilité 

microgliale chez les souris knockout (Arnoux and Audinat, 2015 ; Liang et al., 2009). Enfin, 

bien que cela n'ait pas été étudié spécifiquement, les récepteurs microgliaux purinergiques 

P2X4 et P2Y12 pourraient également être impliqués dans la régulation de la mobilité 

cellulaire induite par les molécules chimio-attractrices au cours du développement (Haynes et 

al., 2006 ; Ohsawa et al., 2007).  

Plusieurs études indiquent que certains des facteurs qui attirent la microglie au cours du 

développement proviennent de neurones apoptotiques. En effet, au cours des développements 

embryonnaire et postnatal, le SNC subit une vague de mort cellulaire massive connue sous le 

nom de mort cellulaire programmée (« programmed cell death » ou PCD), qui cible les 

neurones en prolifération et post-mitotiques, et qui est nécessaire à l'homéostasie tissulaire, à 

la morphogenèse et au bon développement des circuits (revue par (Yeo and Gautier, 2004). La 

PCD survient en conséquence de la surproduction de neurones pendant le développement et 

de leur compétition concernant la survie et les facteurs trophiques (Oppenheim, 1991). 

L'hypothèse selon laquelle les cellules microgliales seraient attirées par les cellules 

apoptotiques a tout d'abord été soutenue par la coïncidence chronologique entre la survenue 

de la PCD et l'entrée des microglies dans certaines zones du cerveau (Ashwell, 1990 ; Marín-

Teva et al., 1999 ; Perry et al., 1985). On a effectivement découvert d’étroites associations 

entre cellules microgliales et neurones apoptotiques dans plusieurs régions cérébrales chez le 

rongeur, dont le néocortex (Upender and Naegele, 1999), le cervelet (Marı́n-Teva et al., 

2004), la rétine (Hume et al., 1983 ; Moujahid et al., 1996), l'hippocampe (Dalmau et al., 

1998 ; Wakselman et al., 2008) et la moelle épinière (Rigato, 2011 ; Sedel et al., 2004), ainsi 

que dans le télencéphale humain (Rakic and Zecevic, 2000). Il a été proposé que les neurones 

mourants sécrètent des signaux « find-me », connus pour attirer les macrophages 

périphériques, et qui pourraient potentiellement attirer les cellules microgliales pendant la 

PCD (Fig. 3A). C'est le cas de la fractalkine (Truman et al., 2008), de la 

lysophosphatidylcholine lipidique (Lauber et al., 2003), de la sphingosine 1 phosphate (Gude 

et al., 2008) et des nucléotides ATP et UTP (Elliott et al., 2009). Xu et ses collaborateurs ont 

récemment confirmé cette hypothèse en démontrant que la colonisation microgliale du tectum 

optique du poisson zèbre était induite par les neurones apoptotiques et la 

lysophosphatidylcholine (Xu et al., 2016). Mais malgré toutes ces observations corroborant 
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un lien entre la PCD et la distribution des cellules microgliales dans le SNC en 

développement, il est clair que la répartition des cellules microgliales n'est pas entièrement 

déterminée par la distribution des cellules apoptotiques puisque des décalages entre les 

distributions de ces deux populations ont été rapportés (Ashwell, 1990). De plus, de récentes 

expériences réalisées chez des souris déficientes en protéine pro-apoptotique BAX, chez 

lesquelles la PCD est affectée, indiquent que la colonisation microgliale du SNC est 

indépendante de l'apoptose neuronale (Eyo et al., 2015). La colonisation du parenchyme 

cérébral par ces cellules immunitaires repose sur un autre processus important, leur 

prolifération active (Alliot et al., 1991 ; Dalmau et al., 2003). Cette activité de prolifération de 

la microglie amiboïde a été constatée au cours du développement embryonnaire dans 

plusieurs structures, dont la moelle épinière (Rigato, 2011), le corps calleux (Imamoto and 

Leblond, 1978), la rétine (Marín-Teva et al., 1999), l'hippocampe et le cortex (Dalmau et al., 

2003). Cette prolifération est régulée par plusieurs molécules de signalisation, dont GM-CSF, 

CSF-1, NT-3, IL-4 et IL-5 (pour revue (Navascues et al., 2000). Dans les VZ/SVZ 

embryonnaires, la mort cellulaire stimule la prolifération microgliale par le biais d'un 

mécanisme dépendant de la cytokine MIF (facteur d’inhibition de la migration des 

macrophages, (Arnò et al., 2014). La prolifération microgliale se poursuit au cours du 

développement postnatal précoce (Arnoux et al., 2013 ; Dalmau et al., 2003) puis décroît 

progressivement ; elle est presque négligeable durant la deuxième semaine postnatale chez les 

rongeurs, ce qui concorde avec le très faible niveau de prolifération des cellules microgliales 

adultes (Marín-Teva et al., 1999).  

Une fois les phases de prolifération et migration achevées, les cellules microgliales amiboïdes 

ayant atteint leur emplacement définitif se différencient peu à peu en cellules ramifiées. On ne 

connaît pas encore très bien les mécanismes régissant leur transition vers un phénotype 

mature, mais des études en culture ont mis en évidence l’importance des astrocytes dans la 

maturation morphologique et fonctionnelle des microglies. Les cellules microgliales cultivées 

sur une monocouche d'astrocytes développent des prolongements après 5 à 7 jours, dont 

l’élongation et le branchement continueront encore quelques jours pour former un territoire 

bien délimité autour du soma (Sievers et al., 1994). On peut également constater la formation 

de ramifications lors de l'exposition à milieu conditionné par les astrocytes, en l'absence de 

contacts directs entre astrocytes et microglie ; et l'on sait que les purines (ATP et adénosine) 

et les cytokines (TGF-β, M-CSF et GM-CSF) interviennent dans l'induction de ce phénotype 

(Schilling et al., 2001 ; Sievers et al., 1994 ; Wollmer et al., 2001). Les changements 
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morphologiques subits par la microglie en développement s’accompagnent d’une évolution de 

ses propriétés électrophysiologiques. Les cellules amiboïdes immatures se distinguent par 

l'expression de conductances potassiques (K+) entrantes tandis que les cellules en maturation 

au cours du développement postnatal expriment peu de canaux K+ à conductance entrante et 

quelques canaux K+ sous-tendant des courants transitoires sortants ; et les cellules 

microgliales adultes ne présentent quant à elles pratiquement aucun canaux voltage-

dépendants (Arnoux et al., 2013 ; Avignone et al., 2008 ; Boucsein et al., 2000 ; Brockhaus et 

al., 1993 ; Menteyne et al., 2009 ; Rigato et al., 2012). Dans les cellules en culture, ces 

changements fonctionnels dépendent de facteurs astrocytaires diffusibles (Schmidtmayer et 

al., 1994), incluant le TGF-β qui contrôle la surexpression de canaux potassiques à 

conductance sortante (Schilling et al., 2001). Dernièrement, l'analyse transcriptomique a 

permis d'identifier le TGF-β comme un régulateur majeur de l'acquisition du phénotype 

moléculaire et fonctionnel des cellules microgliales matures chez l'humain et le rongeur 

(Butovsky et al., 2014). Ces travaux ont montré que le profil d'expression génique de la 

microglie mature est acquis après le jour postnatal (P) 4, possiblement un peu avant P21, ce 

qui a été récemment confirmé (Matcovitch-Natan et al., 2016). A P4, le profil transcriptionnel 

des cellules microgliales diffère du profil d'expression des autres cellules myéloïdes, y 

compris des macrophages recrutés dans le cerveau en conditions pathologiques, des lignées de 

cellules microgliales classiquement utilisées (BV2 et N9) et des cellules microgliales en 

culture. Ces résultats confirment la complexité de l'extrapolation des observations faites sur la 

microglie dans les modèles simplifiés, comme la culture cellulaire, à des situations in situ. De 

plus, les cellules microgliales chez l'adulte présentent divers profils transcriptomiques et 

propriétés fonctionnelles selon la région du SNC dans laquelle elles résident (Grabert et al., 

2016 ; Hart et al., 2012 ; Schnell et al., 1999). Bien que cela n'ait pas encore été analysé aux 

premiers stades du développement postnatal, il est très probable que les interactions 

réciproques entre la microglie et d'autres cellules du cerveau au cours du développement 

entraînent une certaine hétérogénéité au niveau des phénotypes microgliaux (Fig. 1B). Cette 

hétérogénéité est à prendre en compte dans les études concernant le développement de ces 

cellules immunitaires, hautement plastiques et adaptatives. En outre, de récents travaux 

révèlent que le séquençage transcriptomique conventionnel basé sur le tri cellulaire est 

considérablement contaminé par des artefacts générés par la dissociation des tissus, et 

suggèrent donc d’utiliser la méthode de RiboTag pour isoler les ARNm associés aux 

ribosomes. Couplée à la technologie Cre/lox, cette approche permet d’isoler directement les 

ARNm associées aux ribosomes d’un type cellulaire donné (donné par la spécificité de la Cre) 
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en évitant les étapes d’isolation et de purification des cellules. Le séquençage des ARNm 

détermine le translatome du type cellulaire, révélant donc de façon fiable les protéines qui 

seront exprimées par les cellules microgliales à un temps donné (Haimon et al., 2018 ; Kang 

et al., 2017).  

Pour conclure cette partie, il semble désormais assez clair que les cellules microgliales du 

SNC adulte sain sont toutes dérivées de précurseurs embryonnaires générés lors de 

l'hématopoïèse primaire et non de monocytes circulants dérivés de précurseurs de la moelle 

osseuse. Il convient toutefois de souligner qu'une contribution de précurseurs embryonnaires 

provenant d'une autre source que le sac vitellin ne peut être totalement exclue. La colonisation 

du SNC et la différenciation des cellules microgliales sont régulées par un vaste répertoire de 

voies de signalisation impliquant des interactions avec d'autres cellules du SNC, et paraissent 

intimement liées à la maturation des réseaux neuronaux. Il est intéressant de mentionner que 

dans le télencéphale de rongeur, la répartition des cellules microgliales reste hétérogène 

jusqu'à la fin de la première semaine postnatale (Arnoux et al., 2013) et que leur densité 

atteint un pic au cours de la deuxième semaine postnatale avant de diminuer et de se stabiliser 

aux niveaux adultes seulement à la fin du premier mois postnatal (Nikodemova et al., 2015 ; 

Paolicelli et al., 2011). Les mécanismes responsables de cette baisse de la densité des 

microglies restent à identifier, mais il est intéressant de constater que la réduction de densité 

microgliale à 4 semaines postnatales coïncide avec l’émergence de leur profil 

transcriptomique adulte et l’établissement de leur morphologie ramifiée (Matcovitch-Natan et 

al., 2016). Finalement, rappelons que la grande majorité des études sur la colonisation du 

SNC par la microglie reposent sur des analyses de la distribution microgliale à des moments 

précis du développement, et non sur des études d'imagerie en temps réel qui permettraient de 

mieux comprendre la dynamique de cette colonisation (voir par exemple (Smolders et al., 

2017 ; Swinnen et al., 2013).  

III. Contrôle microglial de la mort et de la survie développementale des neurones  

1. Nettoyage et induction de l'apoptose développementale 

En raison de l'identité immunitaire des cellules microgliales, ainsi que de leur rôle notoire de 

phagocytes professionnels en contexte pathologique, de nombreuses études se sont penchées 

sur leur implication dans la PCD survenant au cours du développement, évoquée dans le 

paragraphe précédent. La PCD intervient aussi dans le cadre de la neurogenèse continue chez 
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l'adulte, et la microglie est également impliquée dans l’élimination des corps cellulaires issus 

de cette neurogenèse (Fourgeaud et al., 2016). 

Comme mentionné précédemment, plusieurs signaux « find-me » libérés par les neurones 

apoptotiques sont susceptibles de contribuer au recrutement des cellules microgliales dans 

certaines régions au cours des développements embryonnaire et postnatal précoce (Fig. 3A). 

Une fois parvenus à la source des signaux « find-me », les macrophages sont alors stimulés 

par des signaux « eat-me », qui sont généralement des ligands présents au niveau de la 

membrane des cellules apoptotiques. Le signal « eat-me » le mieux conservé du point de vue 

évolutif est la phosphatidylsérine (PS), habituellement retenue dans le feuillet interne de la 

bicouche membranaire, et exposée au niveau du feuillet externe dans les cellules apoptotiques 

(Shklover et al., 2015). D'autres signaux « eat-me » attirants la microglie ont été découverts 

(voir (Sierra et al., 2013), en font partie des éléments du système du complément (Fig. 3B) 

ainsi que la thrombospondine. Par ailleurs, l'UDP – résultant de l'hydrolyse de l'UTP – peut se 

lier aux récepteurs microgliaux P2Y6 et stimuler la phagocytose (Koizumi et al., 2007). La 

capacité de la microglie à phagocyter les cellules apoptotiques au cours du développement est 

en général importante, mais spécifique à la région, son efficacité oscillant entre 18 et 100% au 

pic de la PCD dans différentes régions du cerveau (Ashwell, 1990 ; Caldero et al., 2009 ; 

Dalmau et al., 2003 ; Marı́n-Teva et al., 2004 ; Wakselman et al., 2008). 

D'autres types cellulaires, notamment de la lignée des astrocytes, contribuent à la phagocytose 

des cellules apoptotiques (Sierra et al., 2013). L'analyse du lien entre apoptose et phagocytose 

au cours du développement de la drosophile a permis de suggérer que la fonction 

phagocytaire des phagocytes professionnels est établie indépendamment et en amont de la 

PCD, ce qui peut expliquer l'élimination très rapide et efficace des cellules apoptotiques 

(Shklyar et al., 2014). Il se peut aussi que la PCD soit stimulée par les cellules phagocytaires. 

En effet, les cellules microgliales ne sont pas uniquement des éboueurs, mais aussi d’actifs 

exterminateurs de neurones. Diverses études ont montré qu'au cours du développement, elles 

libèrent des médiateurs qui induisent la mort cellulaire (Fig. 3). Par exemple, le facteur de 

croissance des nerfs (NGF) relargué par la microglie déclenche la mort cellulaire aux premiers 

stades du développement dans la rétine d'embryon de poulet, et ce avant même que ne débute 

la synaptogénèse (Frade and Barde, 1998). La microglie participe également à l’apoptose des 

motoneurones de la moelle épinière. Les expériences réalisées sur des cultures d’explants 

isolés à partir d’embryons de rat à E12 et E13 ont montré que le facteur de nécrose tumorale 

(TNFα) dérivé des macrophages entraîne la mort des motoneurones avant le début de la PCD. 
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Cette période du développement embryonnaire E12-13 coïncide avec l’invasion du 

parenchyme par les cellules microgliales (Rigato, 2011), et il a été montré que le TNFα 

microglial et son récepteur motoneuronal TNFR1 sont spécifiquement exprimés entre E12 et 

E13, c’est-à-dire deux jours avant la PCD, la mise en place de cette voie de signalisation 

transitoire permet donc d’induire la PCD des motoneurones à E15 (Sedel et al., 2004). Dans 

le cervelet, les cellules de Purkinje sont soumises à la PCD aux stades postnatals précoces, 

comme le révèle la méthode TUNEL et le marquage immunohistochimique de la caspase-3 à 

P3 (Marı́n-Teva et al., 2004). À ce stade développemental, les cellules microgliales exhibent 

une morphologie amiboïde et on peut observer dans leur soma des inclusions immuno-

positives pour la calbindine, un marqueur spécifique des cellules de Purkinje, ce qui laisse 

supposer que les cellules microgliales ont phagocyté ces dernières. En outre, éliminer la 

microglie de tranches cérébelleuses en culture inhibe drastiquement l’apoptose des cellules de 

Purkinje (Marı́n-Teva et al., 2004). Les auteurs de ces travaux ont montré que le stress 

oxydatif microglial jouait un rôle essentiel dans ce processus, la microglie relâchant des 

anions superoxydes qui induisent soit directement la PCD, soit par l’intermédiaire d’une 

dismutation spontanée en peroxyde d’hydrogène, aussi connu pour activer l’apoptose. Les 

ions superoxyde produits par la microglie sont également impliqués dans l'apoptose 

développementale des neurones hippocampiques (Wakselman et al., 2008). Chez les 

rongeurs, pendant les deux premiers jours de vie, les prolongements microgliaux entrent en 

contact avec la plupart des cellules apoptotiques identifiées par la caspase-3 activée, et 

l'absence de l’intégrine microgliale CD11b ou de l'immuno-récepteur DAP12 provoque une 

réduction de l'apoptose neuronale et de la production d'ions superoxyde. Ces données 

privilégient donc le concept selon lequel les cellules microgliales induisent l'apoptose des 

neurones qu'elles phagocytent, suivant un schéma semblable à celui de la mort cellulaire 

provoquée par "l'engloutissement" (« engulfment-promoted ») décrit précédemment chez C. 

elegans (Hoeppner et al., 2001 ; Reddien et al., 2001). Mais les cellules microgliales peuvent 

aussi phagocyter des précurseurs neuronaux viables sans induire leur apoptose (Cunningham 

et al., 2013), comme il l’a été observé dans les zones en prolifération du prosencéphale de rat 

et de singe, où la microglie phagocyte activement des précurseurs neuronaux n’exprimant 

aucun marqueur apoptotique au cours des derniers stades de la neurogenèse corticale, ce qui 

serait nécessaire pour réguler de l’épaisseur du néocortex. De façon intéressante, désactiver la 

microglie in utero avec des tétracyclines ou l’éliminer au moyen de liposomes contenant du 

clodronate dans le cortex cérébral fœtal entraîne une hausse du nombre de précurseurs 

neuraux dans la SVZ, ce qui serait dû à un défaut de phagocytose et affecterait la 
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cytoarchitecture cérébrale, tandis que l'activation microgliale induite par inflammation 

prénatale (activation immunitaire maternelle ou MIA) conduit à une diminution de leur 

nombre (Cunningham et al., 2013). La MIA sert de modèle pour explorer les effets d’une 

infection maternelle prénatale sur le développement du cerveau du fœtus, et peut-être induite 

par injection de lipopolysaccharide bactérien pour mimer une infection bactérienne ou de 

polyinosinic-polycytidylic acid (poly(I:C)) servant à mimer une infection virale. Le LPS 

active les TLR4, le poly(I:C) les TLR3. Ces observations qui suggèrent que la microglie 

restreint considérablement le nombre de précurseurs neuronaux pendant le développement 

embryonnaire normal sont en quelque sorte en contradiction avec d'autres rapports, selon 

lesquels elle favoriserait au contraire la production de précurseurs neuronaux dans la SVZ, 

vraisemblablement par la libération de différentes cytokines (voir paragraphe II.2 et (Arnò et 

al., 2014 ; Shigemoto-Mogami et al., 2014). Les causes de cette divergence restent floues 

mais sont probablement symptomatiques de l'utilisation d’outils différents pour éliminer les 

cellules microgliales ou pour manipuler leur phénotype : utilisation de mutant déficient en 

CSF1R dans un cas, liposomes contenant des clodronates dans un autre, ou encore 

« inactivation » par la minocycline, une tétracycline antibiotique connue pour inhiber 

l’activation microgliale chez les adultes (Möller et al., 2016). Néanmoins, ces études montrent 

clairement que les conditions qui affectent le nombre ou le phénotype des cellules 

microgliales pendant les stades périnatals influencent également le nombre de précurseurs 

neuronaux.  

En conclusion, les cellules microgliales interviennent sur différents aspects de la mort 

cellulaire développementale : en tant que phagocytes professionnels, elles éliminent les 

cellules mourantes ou mortes, et il est également établi à présent qu'elles sont capables 

d'induire la mort des neurones, soit en déclenchant l'apoptose via la libération de médiateurs, 

soit en phagocytant directement les précurseurs neuronaux viables. Les voies de signalisation 

impliquées dans la phagocytose microgliale des cellules apoptotiques au cours du 

développement ont fait l'objet de nombreuses études (Shklover et al., 2015). Cependant, les 

mécanismes responsables de la phagocytose microgliale des cellules non apoptotiques, ou 

phagoptose, au cours du développement restent peu connus (Brown and Neher, 2014).  

2. Soutenir la survie et la prolifération des neurones en développement 

Pendant le développement du SNC, les neurones ont besoin d'un soutien trophique pour 

survivre et être correctement intégrés dans les circuits neuronaux. En plus de son rôle 
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d'élimination et de nettoyage pendant le développement, il a été mis en évidence que les 

cellules microgliales soutiennent la survie et la prolifération des neurones.  

Dans les cultures primaires de neurones embryonnaires mésencéphaliques et corticaux, un 

milieu conditionné par la microglie permet d'accroître la fixation des neurotransmetteurs ainsi 

le nombre de neurones matures. Cela suggère que les cellules microgliales ont un effet 

neurotrophique, qui s'exerce par libération de facteurs diffusibles, probablement dérivés du 

plasminogène (Nagata et al., 1993). La microglie purifiée à partir du cerveau embryonnaire de 

rat promeut la croissance des neurites de neurones en culture en relarguant une protéine de la 

matrice extracellulaire, la thrombospondine (Chamak et al., 1994). De façon intéressante, la 

thrombospondine, que l'on retrouve jusqu'à la deuxième semaine postnatale dans la microglie 

(Chamak et al., 1995), est aussi fortement exprimée par les astrocytes et favorise la 

synaptogénèse (Christopherson et al., 2005). Le milieu conditionné à partir de cultures de 

cellules microgliales amplifie également la prolifération des cellules granulaires du cervelet 

en culture grâce aux cascades de signalisation de delta-Notch, des MAP kinases et de la voie 

phosphatidylinositol-3-kinase/Akt (Morgan et al., 2004). De façon similaire, la prolifération 

des précurseurs neuronaux diminue dans les cultures préparées à partir d'embryons de souris 

déficients en facteur de transcription Pu.1, et donc dépourvus de microglie. Il est intéressant 

de noter que la genèse d'astrocytes est également amoindrie dans les cultures issues de souris 

Pu.1 KO et que tant l'astrogenèse que la prolifération de précurseurs neuronaux sont 

restaurées par l'ajout de cellules microgliales naïves aux cultures (Antony et al., 2011). Plus 

récemment, Ueno et ses collègues ont fourni des preuves manifestes d'une action trophique de 

la microglie sur le développement des neurones in vivo (Ueno et al., 2013). En se basant sur 

les différentes stratégies suivantes : l'inhibition de l'activation microgliale induite par la 

minocycline, la déplétion génétique transitoire des cellules microgliales (souris Cd11b-DTR), 

et l'utilisation de souris CX3CR1 KO, ils ont montré que les cellules microgliales activées 

situées dans la substance blanche sous-corticale, sur la trajectoire des axones des cellules 

pyramidales de la couche 5, favorisent la survie de ces neurones corticaux aux premiers stades 

postnatals (Fig. 3D). Bien que l'interprétation des expériences basée sur l'utilisation de 

minocycline soit discutable, en particulier à ces stades de développement (Arnoux et al., 

2014), cette étude a également apporté des éléments tangibles in vitro et in vivo pour dire que 

cette action trophique de la microglie est due à la libération du facteur de croissance de 

l'insuline 1 (IGF-1). Comme mentionné précédemment, les cellules microgliales amiboïdes 

situées dans la SVZ aux mêmes stades postnatals précoces supportent la neurogenèse, et 
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l'oligogenèse également (Arnò et al., 2014 ; Shigemoto-Mogami et al., 2014). Toutefois, ces 

actions n'implique pas l'IGF-1, mais dépendent de la production d'IL-1β, d’IL-6, du TNFα et 

de l’IFNγ (Shigemoto-Mogami et al., 2014). L'ensemble de ces constatations démontre que 

les cellules microgliales régulent le nombre de neurones produits et maintenus dans le SNC en 

développement en agissant sur la prolifération, la survie et la mort des progéniteurs et 

précurseurs neuronaux. Nous ne connaissons pas encore clairement l'importance quantitative 

de ces processus dans l'établissement du nombre final de neurones qui seront par la suite 

intégrés dans les réseaux fonctionnels. Les expériences les plus récentes visant à éliminer les 

cellules microgliales au cours du développement embryonnaire ont signalé des modifications 

importantes mais néanmoins quantitativement limitées de la densité et de la distribution des 

neurones corticaux après la naissance (Squarzoni et al., 2014). Il reste à déterminer si ces 

effets modestes traduisent une influence minime de la microglie dans la régulation du nombre 

définitif de neurones ou bien la survenue de mécanismes compensatoires pour pallier aux 

effets engendrés par la déplétion microgliale. Il convient de mentionner également que les 

cellules microgliales régulent le devenir des neuroblastes dans les niches neurogéniques 

adultes (Ekdahl, 2012 ; Ribeiro Xavier et al., 2015 ; Sierra et al., 2010). 

IV. Régulation microgliale du développement des réseaux synaptiques 

En dehors du SNC, les macrophages périphériques sont importants pour l'organogenèse 

(Pollard, 2009), il n'est donc pas surprenant que les cellules microgliales contribuent à la 

régulation de la mort et de la survie des neurones pendant la mise en place du SNC. Le fait 

que les cellules microgliales contribuent aussi à la construction de réseaux synaptiques et plus 

particulièrement à leur affinement dépendant de l'activité est plus inédit, et repose sur la 

capacité exceptionnelle de ces cellules immunitaires à s'adapter à leur environnement. Etant 

donné que de nombreuses maladies neurodéveloppementales, notamment les pathologies des 

TSA (troubles du spectre autistique), se manifestent par des anomalies synaptiques 

structurelles et fonctionnelles, il est essentiel de comprendre les fonctions microgliales dans la 

formation du SNC ; et cela a déclenché une considérable vague de projets visant à élucider les 

rôles physiologiques précis de la microglie en interaction avec les réseaux neuronaux en 

développement.  

1. Assemblage des circuits neuronaux 

Le fonctionnement du néocortex repose sur la formation de réseaux neuronaux complexes qui 

commencent à se former au cours de l‘embryogenèse, et repose sur des processus de 
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migration cellulaire et navigation axonale. L’élongation des axones dépend d’indices 

extracellulaires, disposés comme une autoroute moléculaire le long des voies de migration par 

des cellules « guides », dont la microglie fait partie comme il l’a récemment été montré (Pont-

Lezica et al. ; Squarzoni et al., 2014). Comme nous l'avons précédemment décrit, les cellules 

microgliales du SNC embryonnaire de diverses espèces, dont l’Homme, sont dispersées de 

façon spécifique et hétérogène (Ashwell, 1989 ; Cuadros et al. ; Dalmau et al. ; Herbomel et 

al. ; Hoshiko et al. ; Rigato ; Schlegelmilch et al. ; Squarzoni et al. ; Swinnen et al. ; Verney 

et al.). 

Une étude récente a montré que de fortes densités de cellules microgliales se concentraient au 

niveau de certaines voies axonales en développement, suggérant un rôle dans la formation des 

circuits neuronaux (Squarzoni et al., 2014). Les auteurs ont observé que c’était en effet le cas 

pour les axones dopaminergiques, dont la croissance est altérée à la fois par la déplétion 

génétique ou pharmacologique des cellules microgliales, mais aussi par la perturbation de 

voies de signalisation neurone-microglie et l’inflammation prénatale. Dans ce cas précis, la 

MIA et l’élimination de la microglie embryonnaire ont des effets opposés. La déplétion 

microgliale induit une extension dorsale des axones dopaminergiques exacerbée, alors que la 

MIA restreint cette extension dorsale mais entraine une exubérance prononcée de 

l'innervation dopaminergique au niveau ventral. Les observations en microscopies confocale 

et électronique ont révélé l’existence de contacts directs entre prolongements microgliaux et 

axones dopaminergiques, ainsi que la présence de fragments d’axones dopaminergiques dans 

le cytoplasme des cellules microgliales à E14.5 (Squarzoni et al. 2014). Cette dernière donnée 

indiquerait que les cellules microgliales contrôlent l’extension axonale via leur activité 

phagocytaire, mais il faudrait pouvoir quantifier le volume d’axones dopaminergiques absorbé 

par la microglie pour confirmer une telle hypothèse. Étonnamment, les axones 

sérotoninergiques voisins ne sont ni contactés ni affectés par la microglie, indiquant que le 

contrôle microglial de la croissance axonale dans cette région du cerveau est spécifique des 

fibres dopaminergiques (Squarzoni et al., 2014). Les cellules microgliales interagissent 

pourtant avec d’autres faisceaux axonaux au cours de la formation du SNC, notamment dans 

conduisent à la défasciculation des axones dans le corps calleux dorsal (Pont-Lezica et al., 

2014). Cette défasciculation se produit dans les 3 modèles dans lesquels la phagocytose 

microgliale est déficiente (DAP12 mutant) ou accrue (MIA), ou quand les cellules 

microgliales sont absentes (Pu.1 knockout). Parallèlement, le profil transcriptionnel des 

cellules microgliales suggère que cet effet sur le développement du corps calleux résulte d'un 
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Figure 3. Les principales fonctions microgliales pendant le développement du SNC. (A) 

Phagocytose des neurones apoptotiques exprimant les signaux « mangez-moi » (en rouge) et induction 

de l’apoptose neuronale via différentes voies de signalisation. (B) Elagage des synapses inappropriées 

et surnuméraires marquées par les protéines de la cascade du complément. (C) Formation de nouvelles 

synapses induite par les signalisations BDNF ou IL-10. (D) Survie des neurones pyramidaux de la 
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couche 5 par le biais de la libération d'IGF-1 dans la substance blanche. (E) Régulation de l'expression 

fonctionnelle des récepteurs synaptiques AMPA et NMDA au niveau des synapses thalamocorticales 

du cortex du baril. (F) Régulation de la production et de la migration d'interneurones inhibiteurs 

corticaux, dépendant du récepteur CX3CR1 et de la molécule adaptatrice DAP12. 

effet trophique plutôt que de l'activité phagocytaire (Pont-Lezica et al., 2014). En manipulant 

l’activité microgliale comme il est détaillé ci-dessus, Squarzoni et al ont également mis en 

exergue une conséquence fonctionnelle sur la distribution laminaire des interneurones 

inhibiteurs néocorticaux (Fig. 3F). En effet, l’absence ou l’activation microgliale affecte la 

distribution des interneurones lhx6 de la plaque corticale, précurseurs des populations 

d’interneurones somatostatine (SST)- et parvalbumine (PV)-positifs, ce qui entraîne une 

hausse de la densité d’interneurones PV dans les couches corticales supérieures des souris à 

P20. La libération d’indices moléculaires microgliaux est donc probablement requise aussi 

pour la migration des précurseurs d’interneurones PV dans le prosencéphale (Squarzoni et al., 

2014). De façon remarquable, contrairement à ce qui se passe dans le cas du développement 

des axones dopaminergiques ou dans le contrôle du nombre de précurseurs neuronaux (voir 

les sections 3 et 4 ci-dessus), la déplétion microgliale et la MIA exercent les mêmes effets sur 

la distribution des interneurones. Cela suggèrerait que l’inflammation prénatale empêcherait 

les cellules microgliales d’exercer leurs rôles physiologiques. Un tel challenge immunitaire 

pendant le développement embryonnaire a très probablement de lourdes conséquences sur le 

développement et, par la suite, sur le fonctionnement des réseaux neuronaux de la 

descendance. Mais malgré l’abondance de preuves épidémiologiques associant MIA et 

troubles neuropsychiatriques, les conséquences fonctionnelles de la MIA sont très peu 

connues. 

En parallèle de ces recherches s’intéressant à l’anatomie et à la morphologie du SNC en 

formation, des travaux ont montré que les perturbations prénatales de l’activité microgliale 

ont aussi un impact sur les fonctions synaptiques aux stades postnatals. En effet, manipuler 

l’activité microgliale embryonnaire par des approches génétique ou pharmacologique a pour 

conséquence d’altérer les propriétés des synapses glutamatergiques des collatérales de 

Schaffer sur les neurones pyramidaux de CA1 dans l’hippocampe de souris adulte (Roumier 

et al., 2004 ; Roumier et al., 2008). En outre, la signalisation impliquant la neurotrophine 

BDNF (brain-derived neurotrophic factor) BDNF et son récepteur TrKB semble impliquée 

dans ces interactions entre neurones et microglie, l’expression synaptique de TrKB étant 

drastiquement réduite chez les souris déficientes en DAP12 (Roumier et al., 2004).  
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L’ensemble de ces études a dévoilé la contribution essentielle des cellules microgliales au 

développement embryonnaire physiologique du SNC, et a permis de montrer que la 

dysfonction microgliale à ces stades précoces du développement peut avoir des conséquences 

à long terme sur l’organisation et le fonctionnement corrects des réseaux synaptiques (voir 

paragraphe V). Les mécanismes par lesquels les cellules embryonnaires microgliales 

remplissent ces fonctions restent à identifier.  

2. Élagage synaptique 

Le remodelage des circuits neuronaux au cours du développement postnatal est essentiel au 

développement de l’architecture du SNC. L'excès de contacts synaptiques formés au cours du 

développement précoce doit être éliminé afin de ne conserver que les synapses appropriées et 

fonctionnelles, sélectionnées selon leur activité, qui pourront ensuite poursuivre leur 

maturation fonctionnelle (Hua and Smith, 2004).  

Dans le SNC adulte, la capacité de la microglie à éliminer les synapses a d'abord été observée 

en conditions pathologiques, dans lesquelles les prolongements microgliaux dissocient les 

terminaisons synaptiques du corps cellulaire des motoneurones après une lésion du nerf facial 

(Blinzinger and Kreutzberg, 1968). Ce phénomène appelé "synaptic stripping" semble être 

initié par une réduction de l'activité synaptique (Yamada et al., 2008). Mais les cellules 

microgliales adultes peuvent également éliminer les synapses par phagocytose, et ce 

processus peut aussi être régulé par l'activité (Sierra et al., 2014 ; Šišková and Tremblay, 

2013). Ces premiers constats, ainsi que les nouvelles découvertes in vivo révélant que les 

cellules microgliales interagissaient en permanence avec les synapses en conditions 

physiologiques (voir section I.4.), ont inspiré des travaux visant à tester le rôle de la microglie 

dans l'élimination des synapses surnuméraires au cours du développement. Grâce à 

l'utilisation des microscopies électronique quantitative en 3D et biphotonique in vivo, 

Tremblay et ses collègues ont démontré que la privation sensorielle (c.-à-d. l'adaptation à 

l’obscurité) pendant la période critique du développement du cortex visuel de jeunes souris 

augmentait la présence d'inclusions cellulaires et de structures phagocytaires dans les cellules 

microgliales du cortex visuel (Tremblay et al., 2010). Ces travaux apportèrent la première 

preuve d'un rôle microglial du fameux "engloutissement" (« engulfment ») phagocytaire des 

synapses en conditions non pathologiques à des stades tardifs du développement postnatal. 

D’autres chercheurs ont alors rapporté que les cellules microgliales ingéraient également des 

éléments synaptiques dans l'hippocampe de souris au cours des premières semaines 

postnatales (Paolicelli et al., 2011). Ils ont visualisé par microscopies électroniques et STED 
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des marqueurs de densité post-synaptique (PSD95) et de terminaisons pré-synaptiques 

(SNAP25) dans le cytoplasme des cellules microgliales, indiquant que la microglie 

phagocyterait des éléments pré- et post-synaptiques lors du développement de l’hippocampe. 

En outre, ils ont montré que l’élagage synaptique des épines dendritiques surnuméraires était 

retardé chez les souris sans CX3CR1, chez lesquelles le recrutement de la microglie est plus 

tardif. Autre fait intéressant, plusieurs propriétés fonctionnelles des synapses excitatrices ne se 

développent pas correctement chez les souris CX3CR1 KO (Hoshiko et al., 2012 ; Paolicelli 

et al., 2011 ; Zhan et al., 2014). On pourrait penser que la persistance de ces propriétés 

synaptiques immatures est une conséquence du déficit d’élagage, mais elle peut aussi découler 

des nombreuses autres anomalies microgliales observées chez ces souris mutantes (Arnoux 

and Audinat, 2015 ; Arnoux et al. ; Pagani et al. ; Paolicelli et al. ; Rogers et al.). D’autant 

plus que de récentes découvertes du même groupe, ayant affiné leur étude grâce à de 

nouvelles techniques d’imageries, suggèrent que finalement, le rôle microglial dans l’élagage 

synaptique s’apparenterait plus à de la « trogocytose » (du latin trogo « grinoter »), c’est-à-

dire une phagocytose partielle, qu’à de la phagocytose de synapses entières, et qu’aucun 

élément post-synaptique n’était « englouti » par les cellules microgliales (Weinhard et al., 

2018). En effet, l’imagerie microscopique à feuillet de lumière (LSFM) en temps réel de 

cultures organotypiques d’hippocampe ont révélé que la microglie ne phagocyte pas les 

épines dendritiques, et « trogocyte » les boutons présynaptiques. Leurs analyses de 

reconstruction en 3D basée sur des données de microscopie électronique CLEM (correlative 

light and electron microscopy) confirment ces données (Weinhard et al., 2018).  

D’autres données supportent un rôle microglial dans l’élimination synaptique dépendante de 

l’activité dans le système rétino-géniculé, un modèle classique de l’étude du remodelage 

synaptique (Shatz, 1990). Dans le corps géniculé latéral (CGL, situé dans la partie dorsale du 

thalamus) en développement, les projections des cellules ganglionnaires localisée dans les 

rétines des deux yeux se chevauchent pendant la première semaine postnatale, avant de se 

réorganiser pour occuper des territoires topographiquement distincts dans le CGL. Cette 

ségrégation spécifique de l’œil implique un élagage massif sélectif des connexions 

inappropriées, et on sait maintenant que cette élimination dépend de la voie classique du 

complément (Stevens et al., 2007) et que les cellules microgliales contribuent à l’élagage 

sélectif des connexions à faible activité (Schafer et al., 2012). Le pic de l’élimination 

synaptique survient à P5, âge auquel Schafer et ses collaborateurs ont observé la microglie 

phagocyter de ces éléments présynaptiques inappropriés des projections rétino-géniculées, 
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retrouvés ensuite dans le compartiment lysosomal des cellules microgliales. La microglie 

reconnaît les synapses à éliminer grâce à « l’étiquetage » de ces dernières par des molécules 

du système du complément. Dans le système immunitaire inné, les protéines du complément 

C1q et C3 servent de marqueurs facilitant l'élimination de matériel par les cellules 

phagocytaires (Stephan et al., 2012). Un défaut d’expression du récepteur microglial CR3 ou 

de ses ligand neuronaux, C1q et C3, entraîne un déficit d'élagage synaptique, causant ensuite 

la perte de ségrégation des projections rétino-géniculées, comme il l’a été observé dans le 

cerveau adulte (Schafer et al., 2012). Il est intéressant de noter que l’expression de C1q dans 

les axones rétino-géniculés à éliminer dépend du TGFβ libéré par les astrocytes (Bialas and 

Stevens, 2013). De façon surprenante, la trogocytose observée dans l’hippocampe ne dépend 

pas de l’expression de CR3 (Weinhard et al., 2018).  

D'autres voies de signalisation sont impliquées dans le remodelage des projections des 

cellules ganglionnaires de la rétine au cours du développement postnatal. La ségrégation œil-

spécifique des projections rétino-géniculées dépend du niveau de sérotonine (5-HT) ; connue 

pour son action dans le contrôle de la formation des cartes sensorielles (van Kleef et al., 

2012). Un niveau de 5-HT trop élevé entraine une ségrégation incorrecte des fibres ipsi- et 

controlatérales (Upton et al., 1999). Au cours du développement postnatal, les cellules 

microgliales expriment des récepteurs 5-HT2B, ce qui permet l’extension de leurs 

prolongements vers une source de sérotonine. Or les souris Htr2B-/-, caractérisées par 

l’absence de récepteurs 5-HT2B, présentent des défauts dans l’élagage synaptique des 

projections rétiniennes ainsi que des altérations anatomiques au niveau des projections 

ipsilatérales (Kolodziejczak et al., 2015). Cela suggère fortement que la signalisation 5-HT 

joue un rôle critique dans le recrutement microglial pour l’élimination les synapses 

indésirables. Cependant, d’autres types cellulaires expriment les récepteurs 5-HT2B dans le 

CGL, il faudrait donc mener d’autres d’expériences pour pouvoir confirmer que l’absence de 

récepteurs 5-HT2B dans les cellules microgliales est responsable du déficit observé chez les 

souris Htr2B-/-. De plus, il a été montré que les molécules du complexe majeur 

d'histocompatibilité de classe I (CMH I) régulent aussi le remodelage axonal, l'élimination 

synaptique et la plasticité synaptique dans le CGL (Lee et al., 2014 ; Shatz, 2009). La 

microglie exprimant des protéines membranaires, telle DAP12, connues pour leur interaction 

avec les récepteurs du CMH I, il se pourrait qu’elle puisse identifier le CMH I exprimé à la 

surface des neurones comme marqueur conduisant à l'élimination synaptique. Pourtant, 
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l'implication de la microglie dans la modulation du CMH I des connexions rétino-géniculées 

au cours du développement n'a pas été spécifiquement étudiée.  

D’autre part, le récepteur microglial transmembranaire TREM2, connu pour son rôle dans les 

maladies neurodégénératives (Colonna and Butovsky, 2017 ; Guerreiro et al., 2013), a 

dernièrement été identifié comme étant un régulateur clé de la phagocytose synaptique dans 

l’hippocampe en développement (Filipello et al., 2018). Les auteurs de ces travaux ont 

observé que l’absence de TREM2 se manifestait par une diminution du nombre de cellules 

microgliales dans l’hippocampe, associée à une morphologie plus ramifiée, observée chez les 

jeunes souris seulement ; ainsi qu’à une augmentation du nombre de synapses et de 

l’excitabilité synaptique pendant le développement postnatal. Une déficience en TREM2 

mènerait donc à des anomalies de l’élagage synaptique, associée à des comportements sociaux 

altérés typiquement caractéristiques des troubles comportementaux observés dans les TSA. 

Les mutations de TREM2, en plus d’augmenter le risque de maladies neurodégénératives, 

pourraient donc causer le déclenchement de pathologies développementales.  

Une voie de dégradation alternative à celle du protéasome, l’autophagie, a récemment été 

proposée comme mécanisme impliqué dans l’élagage synaptique par la microglie (Kim et al., 

2017). L’autophagie est un processus catabolique qui consiste à stocker une partie du 

cytoplasme, contenant organelles et macromolécules non fonctionnels, dans des vésicules à 

destination des lysosomes en vue d’une dégradation et d’un éventuel recyclage. Elle a 

dernièrement été identifiée comme impliquée dans la dégradation d’éléments extracellulaires, 

notamment des pathogènes et cellules mortes. Une perte constitutive d’autophagie dans les 

cellules microgliales est associée à un nombre accru d’épines dendritiques au niveau des 

neurones au cortex auditif primaire et somatosensoriel secondaire et des comportements 

sociaux et répétitifs anormaux (Kim et al., 2017). Un nombre croissant d’observations 

rapportent une corrélation entre l’autophagie et la pathogenèse des TSA, ce qui soutient la 

découverte de ce groupe ; mais c’est à ce jour la seule étude ayant identifié une implication de 

l’autophagie dans l’élagage synaptique. 

Enfin, de récentes observations ont mis en avant le rôle des astrocytes dans l’élagage 

synaptique développemental survenant dans le thalamus et la moelle épinière (Vainchtein et 

al., 2018). Les astrocytes sécrètent l’IL-33 lors de la période postnatale de maturation 

synaptique, et cette interleukine se comporte comme un signal « trouvez-moi » (« find me ») 

et permet le recrutement de la microglie au niveau des synapses à éliminer. 
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3. Formation et maturation fonctionnelle des synapses 

En plus de la phagocytose, il est maintenant clair que les cellules microgliales influencent les 

fonctions synaptiques par la libération de médiateurs spécifiques (Bechade et al., 2013 ; Salter 

and Beggs, 2014). Cela a principalement été étudié en contexte pathologique chez l'adulte, 

mais nous savons maintenant que cela se produit également en conditions physiologiques 

(Eyo and Wu, 2013 ; Tremblay et al., 2011). En outre, comme il est mentionné dans la section 

4 ci-dessus, au cours du développement, les cellules microgliales contrôlent activement la 

mort et la survie des neurones par la libération de facteurs de croissance et de cytokines. Par 

conséquent, le relargage de médiateurs microgliaux contrôlant la maturation des circuits 

synaptiques pourrait constituer un aspect important des fonctions microgliales lors du 

développement. Cela pourrait expliquer par exemple comment elles induisent la formation de 

nouvelles épines sur les neurones corticaux en développement (Miyamoto et al., 2016). 

L’imagerie biphotonique de la couche 2/3 du cortex somatosensoriel de souris éveillées a 

permis de montrer que les contacts établis entre les prolongements microgliaux et 

l’arborisation dendritique des neurones pyramidaux induisent la formation de filopodes. Cette 

production de filopodes ne survient qu’entre P8 et P10, un stade correspondant à une 

synaptogenèse intense dans les couches corticales supérieures, et l’élimination génétique des 

cellules microgliales entre P5 et P11 entraine une diminution de la densité d’épines 

dendritiques à P11. De façon intéressante, la microglie influence surtout la formation d’épines 

au niveau des synapses formées par les axones ascendants des neurones de la couche 4 

(Miyamoto et al., 2016). On ne connait pas les mécanismes sous-jacents à cette 

synaptogenèse corticale, mais ils reposent probablement sur la sécrétion d’un facteur 

microglial soluble, comme il l’a été observé lors d’expériences en culture, dans lesquelles la 

formation de nouvelles synapses était favorisée par l’interleukine 10 (IL-10) microgliale (Lim 

et al., 2013). Les travaux précédents de l’équipe laissent également fortement supposer un 

rôle de cette libération de médiateurs microgliaux dans la maturation fonctionnelle des 

synapses thalamocorticales excitatrices dans le champ de tonneaux du cortex somatosensoriel 

primaire (Hoshiko et al., 2012), mais nous détaillerons ces résultats par la suite (voir 

paragraphe V).  

En outre, chez les souris adultes, comme chez les juvéniles de 3 semaines, l’élimination de la 

microglie affecte le renouvellement des épines dendritiques des neurones pyramidaux du 

cortex moteur (Parkhurst et al., 2013). En effet, par le biais de la microscopie biphotonique 

trans-crânienne, Parkhurst et ses collègues ont mis en évidence l’action de la microglie dans la 
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génération ainsi que l’élimination de ces synapses. L’effet sur la production de nouvelles 

épines fut élégamment reproduit par la suppression sélective de BNDF microglial, dévoilant 

un rôle de ce facteur de croissance dans la formation de synapses (Parkhurst et al., 2013). Plus 

récemment, l’imagerie en temps réelle sur tranches organotypiques d’hippocampe a 

également permis de montrer la contribution des cellules microgliales à la formation de 

filopodes. Le contact de la microglie induit la formation de filopodes à « tête d’épingle » 

(spine head filopodia), et il a été proposé que ce mécanisme contribue au mouvement des 

épines dendritiques vers de nouveaux boutons synaptiques, par exemple en réponse à un 

changement d’activité synaptique, participant donc à la plasticité (Weinhard et al., 2018).  

L’ensemble de ces observations suggère fortement qu’en plus de l’élagage synaptique, les 

cellules microgliales contribuent à la maturation des circuits synaptiques en exposant les 

neurones à des facteurs de signalisation qui régulent la maturation synaptique. L’identité de 

ces facteurs est encore largement inconnue mais parmi les nombreux candidats, trois suspects 

méritent une certaine attention. Le TNFα, connu pour sa capacité à influencer les fonctions 

synaptiques, pourrait par exemple être impliqué dans la maturation synaptique dépendante de 

la microglie au cours du développement postnatal. Cette cytokine est effectivement impliquée 

dans diverses fonctions neuronales comme la transmission ou la plasticité synaptique (Poon et 

al., 2013). En particulier, le TNFα in vitro amplifie la transmission synaptique excitatrice en 

augmentant l'expression synaptique des récepteurs AMPA et NMDA (Beattie et al., 2002 ; 

Stellwagen et al., 2005). A l’inverse, il a récemment été démontré que le TNFα microglial 

induisait une diminution des courants synaptiques soutenus par les récepteurs AMPA dans les 

neurones épineux moyens du striatum après une administration chronique de cocaïne in vivo 

(Lewitus et al., 2016). Le TNFα peut aussi moduler la transmission synaptique inhibitrice en 

favorisant l'endocytose des récepteurs GABAA, diminuant ainsi leur expression fonctionnelle 

au niveau de la membrane synaptique (Stellwagen et al., 2005). Il est également intéressant de 

mentionner la possibilité d’une coopération entre microglie et astrocytes pour augmenter 

considérablement multiplier la production et la sécrétion de TNFα (Bezzi et al., 2001). Bien 

que jusqu'à présent, ce genre d’action conjointe de ces deux populations gliales n'ait été 

rapportée qu’en contexte pathologique (Bezzi et al., 2001 ; Liddelow et al., 2017), il serait 

intéressant d'examiner si le phénotype spécifique des cellules gliales au cours du 

développement favorise l’utilisation de mécanismes de signalisation qui, sans cela, ne sont 

observés qu’en pathologie. Le TNFα microglial libéré à proximité des synapses en maturation 
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pourrait donc éventuellement participer à la maturation fonctionnelle des circuits inhibiteurs 

et excitateurs.  

Un autre médiateur, l'IL-1β, pourrait être impliquée dans ces mécanismes. Cette cytokine pro-

inflammatoire peut être produite par plusieurs types cellulaires, dont la microglie. Son 

expression est considérablement plus élevée en conditions pathologiques, et l'IL-1β a déjà été 

identifiée comme étant capable de moduler la transmission synaptique excitatrice en 

diminuant l'expression et la phosphorylation des récepteurs AMPA (Kawasaki et al., 2008 ; 

Lai and Todd, 2006 ; Tan et al., 2014). De faibles niveaux basaux d'IL-1β en conditions 

physiologiques semblent nécessaires à l'apprentissage et à la mémoire (Hirsch et al., 1996 ; 

Rachal Pugh et al., 2001). De façon intéressante, l'activation de CX3CR1 par la fractalkine 

déclenche la libération d'IL-1β, ce qui aboutit à une augmentation de la probabilité de 

libération de neurotransmetteur, se traduisant par une facilitation de la transmission 

synaptique excitatrice dans la moelle épinière (Clark et al., 2015). De surcroît, les déficits de 

plasticité synaptique dans l'hippocampe et les fonctions cognitives des souris CX3CR1 KO 

sont restaurées par en présence d'un antagoniste d'IL-1 (Rogers et al., 2011), ce qui laisse 

supposer que ces déficits étaient la conséquence d'une surproduction d'IL-1β par la microglie 

chez les souris CX3CR1 KO. Il serait intéressant de vérifier si des niveaux physiologiques (et 

donc faibles) d'IL-1β produits par les cellules microgliales sont nécessaires pour une 

maturation synaptique normale. L’éventualité qu’un mécanisme similaire soit responsable de 

l'altération de la maturation synaptique pendant le développement postnatal des souris 

CX3CR1 KO (Hoshiko et al., 2012 ; Paolicelli et al., 2011 ; Squarzoni et al., 2014) reste à 

explorer. 

Un troisième facteur microglial exhibant une certaine propension à être potentiellement 

impliqué dans la maturation fonctionnelle des synapses est le BDNF, déjà évoqué 

précédemment. Nous en discuterons plus en détail en partie V, à la fin de cette introduction. 

V. Conséquences au long terme des fonctions microgliales pendant le développement 

sur les neurones : la microglie est-elle le chaînon manquant dans les pathologies 

développementales ? 

Les fonctions microgliales aux stades périnatals ont des conséquences à long terme sur la 

structure et l'activité des réseaux neuronaux. L'acquisition du dimorphisme sexuel dans 

certaines régions du cerveau est un bon exemple de ces effets à long terme du développement 

de la microglie.  
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La différenciation sexuelle du cerveau est un processus développemental reposant sur la 

modification des phénotypes physiologique et comportementaux pour correspondre au 

phénotype gonadique. Elle est initiée lors d’une période critique définie par l’apparition d’une 

sensibilité aux stéroïdes gonadiques. Les mécanismes cellulaires de la différenciation sexuelle 

sont divers et dépendent de la région du cerveau où ils se produisent, mais tous conduisent à 

orienter le développement du cerveau vers une masculinisation ou une féminisation. L’aire 

préoptique médiane (POA), aussi connue sous le nom de noyau sexuellement dimorphique, 

contient chez les rongeurs mâles adultes plus de neurones ayant une forte densité d'épines 

dendritiques et des astrocytes plus ramifiés que chez les femelles. Ces différences découlent 

de l'action de l'estradiol, produit par aromatisation de la testostérone, chez les souriceaux 

mâles pendant une période critique pour le dimorphisme sexuel dans la POA survenant entre 

P0 et P4 (McCarthy et al., 2015 ; Schwarz and Bilbo, 2012). Les travaux de Margaret 

McCarthy et ses collègues ont notamment révélé l’importance des prostaglandines dans ces 

différences sexuelles. En effet, une exposition transitoire à l'estradiol pendant la période 

critique entraîne une augmentation de la production de prostaglandine E2 (PGE2) qui, à son 

tour, augmente le trafic des récepteurs AMPA et induit la formation et la stabilisation d’épines 

dendritiques (Amateau and McCarthy, 2004 ; Lenz et al., 2011 ; Wright and McCarthy, 

2009). Le doublement de la densité synaptique résultant chez les mâles est maintenu tout au 

long de leur vie, et est corrélé au comportement copulatoire masculin (Wright et al., 2008). 

Observant qu'une seule injection de PGE2 chez les souriceaux femelles était suffisante pour 

induire la masculinisation de la densité des épines dendritiques et de la complexité 

astrocytaire dans le POA tout au long de la vie, les auteurs ont émis l’idée que les cellules 

microgliales seraient responsables du maintien sur le long terme des différences sexuelles 

acquises ou initiées pendant la période critique (McCarthy et al., 2015). Ils ont découvert que 

les cellules microgliales de la POA chez les mâles étaient plus nombreuses, présentaient plus 

souvent des morphologies amiboïdes et produisaient plus de PGE2 que chez les femelles 

pendant la période critique. De plus, si on traite des femelles avec une dose masculine 

d'estradiol ou de PGE2, les cellules microgliales de la POA acquièrent une morphologie 

amiboïde et augmentent leur production de PGE2. De façon intéressante, ces effets de 

l'estradiol ou de la PGE2 chez les femelles sont inhibés par un traitement à la minocycline, 

qui inhibe également la masculinisation du comportement sexuel adulte induit par l'estradiol 

(Lenz et al., 2013). L’ensemble de ces résultats indique donc que l’estradiol induit chez les 

mâles l’acquisition d’un phénotype microglial spécifique stimulant la production de PGE2 

dans la POA, ce qui conduirait à la masculinisation du profil synaptique dans la POA et au 
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comportement sexuel des adultes. Le mécanisme par lequel les cellules microgliales 

influencent la connectivité synaptique de la POA est encore inconnu. Au-delà des effets de la 

minocycline qu'il convient d'interpréter avec prudence, en particulier à ces premiers stades 

postnatals (Arnoux et al., 2013), l'identification de la voie de signalisation par laquelle les 

cellules microgliales façonnent le réseau synaptique dans la POA est nécessaire pour prouver 

définitivement leur rôle responsabilité. Récemment, Nelson et Lenz ont évalué l’impact d’une 

déplétion microgliale postnatale transitoire sur le développement comportemental des rats 

mâles et femelles, et ont détecté des anomalies de comportements sociaux, locomoteurs, et 

d’anxiété, quel que soit le sexe (Nelson and Lenz, 2017). De façon intéressante, l’élimination 

microgliale postnatale entraine une altération des taux de corticostérone en réponse à un stress 

chez les femelles adultes, mais pas chez les mâles. Les cellules microgliales semblent donc 

essentielles à la programmation précoce de ces comportements, et ce dimorphisme sexuel 

apporte une preuve supplémentaire de l’implication des cellules microgliales dans la 

différenciation sexuelle du cerveau. 

Le rôle des cellules gliales dans le dimorphisme sexuel du cerveau s’est largement concentré 

sur l’étude de la POA, mais les différences sexuelles dans le phénotype ou les nombres de 

neurones, astrocytes et cellules microgliales a été reporté dans plusieurs régions du cerveau de 

plusieurs espèces, dont l'Homme (Schwarz and Bilbo, 2012). Bilbo et ses collaborateurs ont 

proposé l’idée intéressante que l'existence de différences sexuelles au sein des fonctions 

gliales pourrait fournir une base mécanistique pour les différences sexuelles bien établies dans 

la prévalence ou la gravité de nombreuses pathologies cérébrales, dont les maladies 

psychiatriques, associées aux troubles neurodéveloppementaux (Hanamsagar and Bilbo, 2016 

; Schwarz and Bilbo, 2012). 

En effet, si les cellules microgliales contribuent activement à la formation et à la maturation 

fonctionnelle des réseaux en développement comme précédemment décrit, toute modification 

de leur phénotype au cours du développement peut avoir des conséquences à long terme sur la 

structure et la fonction de ces réseaux. La microglie est donc susceptible de contribuer à des 

maladies dues à une altération de développement neurobiologique, voire de les provoquer. Ce 

potentiel rôle des cellules microgliales n’est pas encore clairement établi, mais un nombre 

croissant d’études épidémiologiques, cliniques et précliniques indique une implication du 

système immunitaire. Les études épidémiologiques ont établi une forte corrélation entre les 

infections virales et bactériennes, c’est-à-dire la MIA, et le risque subséquent pour l'enfant de 

développer des pathologies comme la schizophrénie, les TSA, ou l'épilepsie (Knuesel et al., 
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2014). La recherche fondamentale sur les modèles de rongeurs soutient cette association entre 

MIA et pathologies ; en effet, les infections virales et bactériennes le LPS pendant la 

grossesse induisent des changements structuraux et fonctionnels à long terme dans le cerveau 

de la progéniture, causés par la réponse immunitaire maternelle et non par le virus ou la 

bactérie eux-mêmes (Boksa, 2010 ; Knuesel et al., 2014 ; Meyer, 2014 ; Meyer et al.). Une 

séquence d’évènements critiques liant l'activation du système immunitaire maternel aux 

altérations cérébrales des petits a été identifiée. Une augmentation du taux d'interleukine IL-6 

dans le sérum maternel est nécessaire et suffisante pour modifier le développement du cerveau 

ainsi que le comportement des descendants (Smith et al., 2007). Dans le cas des TSA, ce taux 

élevé d'IL-6 active les lymphocytes T helper 17 (Th17) du sang maternel qui sécrètent alors 

l'interleukine IL-17. L’IL-17 traverse ensuite le placenta, atteint le cerveau des embryons, ce 

qui induit une augmentation de l'expression des récepteurs à l’IL-17, favorisant ainsi la 

signalisation de l'IL-17 dans le cerveau (Choi et al., 2016). La MIA implique également 

d'autres médiateurs inflammatoires tels que la chimiokine CXCL8 (Ellman et al., 2010), le 

TNFα (Cai et al., 2000 ; Xu et al., 2006), l’IL-1β (Cai et al., 2000 ; Rousset et al., 2006) et 

l’IL-10 (Meyer et al., 2008) ; et ses conséquences sur le développement du SNC résultent très 

probablement du déséquilibre de plusieurs médiateurs pro-inflammatoires et anti-

inflammatoires (Knuesel et al., 2014 ; Meyer et al., 2009).  

L’intégration des cellules microgliales à ce processus est de plus en plus étudiée. Dans un 

premier temps, des analyses post-mortem et par imagerie fonctionnelle TEP sur des patients 

souffrants de maladies liées aux troubles neurodéveloppementaux ont décelé des phénotypes 

microgliaux altérés (Frick et al., 2013 ; Knuesel et al., 2014 ; van Berckel et al., 2008). En 

parallèle, le séquençage de l'ARN a révélé une association entre les TSA et l'expression des 

gènes liés à l'activation microgliales (Voineagu et al., 2011). Dans plusieurs modèles animaux 

de MIA, le phénotype microglial est perturbé très tôt et certaines de ces altérations persistent à 

long terme, voire jusqu'à l'âge adulte (Cao et al., 2015 ; Giovanoli et al., 2013 ; Juckel, 2011 ; 

Krstic, 2012). Il faut toutefois mentionner que certaines données expérimentales contestent 

l'implication de la microglie comme intermédiaire entre MIA et altération du développement 

neurologique. Des études in vivo récentes ont notamment rapporté qu’aucun changement du 

phénotype de la microglie (densité, morphologie, expression de marqueurs) n’était observable 

après des injections de Poly(I:C) chez des souris gestantes (Giovanoli et al., 2016 ; Smolders, 

2015). L'analyse des souris transgéniques dont la microglie est altérée fournit également des 

éléments, mais aucune preuve définitive, de l'implication microgliales dans les troubles 
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neurodéveloppementaux. DAP12 est une protéine d'adaptation transmembranaire pour une 

famille d'immuno-récepteurs innés qui, dans le SNC sain, s'exprime de façon transitoire 

autour de la naissance et seulement dans la microglie (Roumier et al., 2004). Les mutations de 

DAP12 chez l'homme induisent la maladie de Nasu-Hakola, entraînant une démence précoce 

sans altération neuronale apparente (Paloneva, 2000). Chez les souris déficientes en DAP12, 

la densité microgliale est transitoirement augmentée à P0, accompagnée d’un profil pro-

inflammatoire marqué, et de modifications des synapses excitatrices de l'hippocampe adulte, 

présentant une augmentation de la contribution relative des récepteurs AMPA et une 

potentialisation à long terme (LTP) altérée (Roumier et al., 2004). De façon intéressante, la 

MIA induite par injection de LPS chez des femelles WT entraîne un phénotype similaire chez 

des souriceaux (Roumier et al., 2008). Chez les patients schizophrènes, le récepteur à la 

fractalkine CX3CR1 qui comme nous l’avons mentionné précédemment, n’est exprimé que 

par la microglie au niveau central, est sous-exprimé (Bergon, 2015). De plus, l’absence de 

CX3CR1 chez les souris adultes est associée à une dysfonction de la connectivité à longue 

distance, ainsi qu’à un comportement social altéré accompagné d’une recrudescence des 

comportements répétitifs (Zhan et al., 2014). Cependant, on ne sait pas si ce phénotype, qui 

rappelle les troubles neurodéveloppementaux et neuropsychiatriques, est la conséquence de 

dysfonctionnements de la microglie au cours du développement (voir paragraphes IV.1-IV.3 

et V) (Hoshiko et al., 2012 ; Paolicelli et al., 2011 ; Squarzoni et al., 2014) ou de 

l’augmentation constitutive de la signalisation IL-1 responsable des déficits de mémoire et 

de la LTP altérée chez ces souris mutantes (Rogers et al., 2011). En outre, il faut également 

souligner que les conséquences de l’absence de CX3CR1 sur la plasticité synaptique et la 

mémoire restent controversées, puisqu’un groupe a montré qu’elle favorisait la LTP (Maggi et 

al., 2011). Une autre polémique concerne le rôle de la microglie dans le syndrome de Rett, un 

trouble neurodéveloppemental grave se manifestant par des phénotypes autistiques et résultant 

de mutations du gène MeCP2 situé sur le chromosome X, impliqué dans la régulation 

transcriptionnelle de nombreux gènes (Derecki et al., 2012). La souris MeCP2 KO est utilisée 

comme modèle animal de la maladie, et initialement, il fut suggéré que les cellules 

microgliales jouaient un rôle majeur dans la pathogenèse du syndrome de Rett. En effet, la 

transplantation de cellules de la moelle osseuse de souris contrôles (possédant le gène 

MeCP2) chez des souris MeCP2 KO suffisait à bloquer la progression de la maladie et à 

améliorer les symptômes (Derecki et al., 2012). Bien que le même groupe ait confirmé ces 

résultats (Cronk et al., 2015), d'autres n'ont signalé presque aucun effet en réintroduisant des 

cellules myéloïdes WT dans trois différents modèles murins du syndrome de Rett (Wang et 
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al., 2015). Pourtant, il a récemment été montré que la microglie des souris MeCP2 KO 

élimine de façon excessive les synapses en phagocytant les terminaisons axonales 

présynaptiques aux stades avancés de la maladie. En revanche, il est surprenant d’observer 

que la perte d’expression comme la surexpression de MeCP2 dans la microglie a peu d'effet 

sur cet élagage synaptique anormalement important (Schafer et al., 2016). Ainsi, les 

mécanismes par lesquels la microglie contribue à ce syndrome ne sont pas clairs, et les 

dernières observations suggèrent que le rôle des macrophages résidents du SNC dans cette 

maladie n’est pas causal, n’étant effectivement pas impliquées dans les étapes initiales du 

développement du syndrome. Elles contribuent cependant certainement aux stades avancés de 

la maladie et la signalisation fractalkine/CX3CR1 contrôle sans doute certaines de leurs 

actions (Horiuchi, 2016). 

L’ensemble de ces observations corroborent l'implication des cellules microgliales dans les 

pathologies neurodéveloppementales, mais on ignore si les interactions entre microglie et 

neurones au cours du développement constituent l'événement déclencheur qui affectera à long 

terme les fonctions des réseaux synaptiques dans ces maladies.  

VI. Le cortex somatosensoriel primaire de rongeur comme modèle d’étude du 

développement synaptique 

Le cortex cérébral est une structure fascinante au sein de laquelle se produisent les processus 

cognitifs les plus performants, comme la conscience, les émotions, la mémoire, le langage, le 

raisonnement… ainsi que la perception, dont fait partie le traitement de l’information 

sensorielle.  

Le système des tonneaux (les « barrels ») du cortex somatosensoriel reliés aux vibrisses des 

rongeurs est devenu un des modèles de microcircuit cortical le mieux compris au niveau de 

ses propriétés cellulaires et synaptiques. Les étapes du développement de cette structure 

corticale sont également bien connues et son organisation particulière présente un certain 

nombre d'avantages facilitant l'étude des interactions microglie-synapses. 

1. Des vibrisses au cortex somatosensoriel primaire, une somatotopie parfaitement 

conservée 

Les rongeurs, animaux nocturnes qui passent leur vie dans des terriers sombres et étroits, ont 

un système somatosensoriel adapté à l’exploration tactile, de la forme de leurs vibrisses à 

leurs mouvements, afin de pallier la pauvreté des informations visuelles. En d’autres termes : 
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“Eyes may be 'the window to the soul' in humans, but whiskers provide a better path to the 

inner lives of rodents” (Sofroniew and Svoboda, 2015). La souris possède sur la lèvre 

supérieure, des deux côtés du museau, un groupe de 35 poils spécialisés provenant de 

follicules innervés par de très nombreuses terminaisons nerveuses, les vibrisses 

« mystaciales » (Welker and Van der Loos, 1986). Elles sont organisées de façon bien 

particulière en une matrice de 5 lignes orientées selon l’axe dorso-ventral, nommées de A à E, 

et de 7 arcs numérotés de 1 à 7 en direction rostro-caudale. Les mouvements de protraction et 

rétraction des vibrisses permettent à l’animal d’analyser tactilement les objets proches, de 

déterminer sa position spatiale par rapport aux objets qui l’entourent et d’obtenir des 

informations par rapport à leur texture. Les interactions mécaniques entre une vibrisse et un 

objet sont converties par la vibrisse en tensions dans le follicule pileux, et ces tensions sont 

transformées en influx nerveux via l’ouverture de canaux ioniques mécano-sensibles exprimés 

par les neurones sensoriels innervant le follicule pileux. Les axones de ces neurones de 

premier ordre forment la branche infra-orbitale du nerf trijumeau, et leurs corps cellulaires 

constituent le ganglion trigéminal, constituant le premier relai de l’intégration des 

informations somesthésiques. Le complexe trigéminal du tronc cérébral se divise en deux 

noyaux : le noyau principal rostral (PrV) et le noyau caudal spinal (SpV). Une fois entrés dans 

le tronc cérébral, les axones afférents bifurquent en branches ascendantes et descendantes. Le 

PrV comme le SpV envoient des projections au thalamus controlatéral, également organisé en 

deux principaux noyaux : le noyau ventrobasal (VB ou VPM) et le noyau posteromédial 

(POm) (Veinante et al., 2000). Les neurones thalamiques contactent enfin le cortex 

somatosensoriel primaire (S1), dernier niveau d’intégration de l’information tactile provenant 

des vibrisses (Fig. 4). Comme les autres aires corticales, le cortex en champs de tonneaux est 

organisé selon un mode laminaire, en 6 couches numérotées de 1 à 6 et présentant différents 

types cellulaires et connectivités. Trois voies glutamatergiques anatomiquement distinctes 

relaient les informations somatosensorielles du tronc cérébral au cortex. La principale voie de 

transmission est dite lemniscale, et projette du PrV au VB, puis les axones thalamiques du VB 

ont pour cible principale la couche 4 (L4) de S1, mais contactent aussi les couche 5B et 6A 

((Bernardo and Woolsey, 1987), Fig. 5). Les neurones de la couche 6A forment des 

connexions corticothalamiques dans le VB, témoignant de l’existence d’un contrôle rétroactif. 

La voie lemniscale achemine les informations concernant le mouvement des vibrisses (le 

« whisking ») et l’exploration active (« touch ») (Yu et al., 2006). La voie paralemniscale 

relaie les signaux du SpV au POm et à la zona incerta. Le POm contacte ensuite les régions 

septales de la couche 4, les couches 5a et 1, ainsi que le cortex somatosensoriel secondaire S2 
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 et le cortex moteur primaire M1, relayant les informations relatives au whisking (Yu et al., 

2006). La troisième voie, appelée extralemniscale, envoie des projections aux septa de la L4, 

mais aussi aux couches 4 et 6 de S2 ; et cette dernière ne relaie que des informations 

inhérentes au toucher actif. 

Une remarquable caractéristique de ce système réside dans la préservation de la représentation 

somatotopique des vibrisses au niveau de chaque relais de la voie lemniscale classique : à 

chaque vibrisse est associé un « barrelette » dans le tronc cérébral, un « barreloid » dans le 

thalamus et un « barrel » ou tonneau dans la L4 (Fig. 6). La disposition topologique des 

neurones de chaque relai reflète en effet celle des récepteurs tactiles périphériques 

controlatéraux, c’est-à-dire les vibrisses sur le museau des rongeurs. Elles sont représentées 

dans la couche 4 de S1 par des arrangements cylindriques de neurones, d’où l’appellation de 

« tonneaux » ; organisés comme les vibrisses en 5 lignes et 7 arcs. Les données anatomiques 

et électrophysiologiques ont en effet révélé que chaque vibrisse se projette préférentiellement 

sur un tonneau (Woolsey and Van der Loos, 1970). Le fait que les projections entre vibrisses 

et tonneaux soient très bien définies et facilement manipulables fait de ce cortex un excellent 

Figure 4. Représentation schématique du système somatosensoriel des vibrisses. (A) La déflection 

d'une vibrisse évoque des potentiels d'action dans les neurones sensoriels trijumeaux du nerf 

trigéminal, qui libèrent alors du glutamate au niveau du premier relai synaptique dans le tronc cérébral. 

Les neurones du tronc cérébral envoient ensuite l'information sensorielle au thalamus où une deuxième 

synapse glutamatergique excite les neurones thalamocorticaux qui projettent dans le cortex 

somatosensoriel primaire S1. L’information est alors transmise au cortex moteur M1, qui régule 

ensuite le mouvement des vibrisses. Le panneau (B) montre la correspondance entre les vibrisses et les 

tonneaux de la L4 du cortex somatosensoriel. L’information sensorielle acquise par une vibrisse 

individuelle passe par le thalamus ventrobasal (VPM) et arrive dans un tonneau de la L4. (Aronoff and 

Petersen, 2008) 
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modèle d’étude des mécanismes synaptiques lors du développement. A l’image de 

l’homonculus somesthésique de Penfield, la carte associant la surface du cortex 

somatosensoriel à une partie du corps dont la représentation est proportionnelle à la finesse de 

la sensibilité chez l’Homme, Woolsey dessina la « mouseunculus », montrant que les vibrisses 

dominent la carte somatotopique en couvrant environ 40% de la surface du cortex 

somatosensoriel (Woolsey and Van der Loos, 1970). 

2. Organisation cellulaire et fonctionnelle des tonneaux 

Bien que les cortex sensoriels primaires aient différentes fonctions, ils partagent quelques 

caractéristiques en termes de structure et de traitement de l’information, dont l’organisation 

cytoarchitectonique en colonne. Les colonnes corticales constituent les modules fonctionnels 

du cortex et les neurones appartenant à une même colonne ont des champs de réception 

identiques. Dans le cortex en champs de tonneaux, des colonnes d’environ 20 000 neurones 

excitateurs et inhibiteurs traitent l'information de vibrisses individuelles (Feldmeyer, 2012 ; 

Figure 6. La voie lemniscale canonique relayant 

l’information sensorielle du thalamus au cortex 

somatosensoriel primaire. Le thalamus est représenté par un 

seul barreloid dans le VPM et envoie majoritairement des 

afférences dans la couche 4, ainsi que dans une moindre 

mesure dans la couche 5B. Les cellules épineuses étoilées de la 

couche 4 (voir paragraphe suivant) forment des connexions 

intracorticales avec leurs voisines et envoient leurs afférences 

aux cellules pyramidales des couches superficielles, qui elles 

envoient des projections aux couches profondes. Les 

connexions synaptiques impliquées dans le circuit 

corticothalamique rétroactif mettant en jeu les neurones 

pyramidaux de la couche 6 ne sont pas représentés ici (Adapté 

de (Feldmeyer et al., 2013)). 

Figure 5. Conservation de l’organisation spatiale des vibrisses à chaque relai cérébral. (Adapté 

de (Li and Crair, 2011)). 
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Harris and Shepherd, 2015). Les afférences thalamocorticales des neurones du VPM envoient 

leurs terminaisons neuronales principalement dans la couche 4, et se concentrent en différents 

ensembles pour former chaque tonneau, c’est ce qui permet d’ailleurs de les visualiser. Les 

somas des cellules principales de la couche 4, qui comprennent principalement de cellules 

épineuses étoilées (« spiny stellate neurons », SSN) et quelques cellules pyramidales et 

pyramidales étoilées (Brecht and Sakmann ; Staiger), forment les parois des tonneaux, et 

s’organisent autour d’un « creux » (Woolsey and Van der Loos, 1970), la densité cellulaire au 

centre des tonneaux étant en effet plus faible. Les neurones excitateurs des tonneaux orientent 

préférentiellement leurs dendrites vers le centre des tonneaux, où ils sont contactés par les 

axones thalamocorticaux (Fig. 7) pour former les synapses thalamocorticales excitatrices, 

ainsi que par les interneurones corticaux locaux, également contactés par les fibres 

thalamiques. Le centre des tonneaux contient donc principalement les axones 

thalamocorticaux et intracorticaux, les dendrites des neurones de la couche 4, quelques somas, 

et des cellules gliales (microglie et astrocytes) (Lübke et al., 2000). Les tonneaux sont séparés 

par des septa, larges chez le rat, qui contiennent des microcircuits différents de l’intérieur des 

tonneaux (Brecht and Sakmann, 2002). Ces septa sont bien plus étroits chez la souris, chez 

laquelle deux tonneaux adjacents sont presque apposés l’un à l’autre, mais dans lesquels se 

trouvent quelques interneurones inhibiteurs (Shigematsu et al., 2018). 

2.1. Les cellules excitatrices de la couche 4 du cortex en champ de tonneaux 

Le cortex en champ de tonneau contient une majorité de neurones excitateurs 

glutamatergiques (80% ou plus) qu’on trouve au sein de toutes les couches, mais 

principalement dans les L2/3, L5 et L6. Cette population est composée principalement de 

cellules pyramidales, caractérisées par un soma triangulaire, une dendrite apicale proéminente 

L2/3 

 

L4 

 

 

L5 

 

Figure 7. Les synapses thalamocorticales 

excitatrices et inhibitrices au sein d’un 

tonneau. Les afférences thalamiques 

partant du VPM regroupées en cluster (en 

rouge) forment des synapses 

glutamatergiques avec les cellules 

principales de la couche 4 (en bleu, PC) 

localisées en périphérie des tonneaux, ainsi 

qu’avec les interneurones inhibiteurs (en 

noir, IN) responsables de l’inhibition 

antérograde (« feedforward ») des 

neurones principaux. 
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s’étendant vers la surface du cortex et des dendrites latérales partant de la base du corps 

cellulaire. Dans les tonneaux de la L4, on retrouve également une majorité de cellules 

excitatrices, mais peu de ces cellules pyramidales. Une des particularités de la L4 réside dans 

sa population comportant une majorité de SSNs (~58%), ainsi que quelques cellules 

pyramidales étoilées (~25%) et peu de cellules pyramidales (~17%) (Fig. 8). Il faut toutefois 

noter que ces pourcentages ont été obtenus chez le jeune rat à P20 (Staiger, 2004). Les 3 types 

de neurones principaux étant intriqués dans divers réseaux neuronaux, afférents et efférents, il 

s’agit d’interneurones. Cependant, puisque dans le cerveau, la majorité des interneurones sont 

inhibiteurs, on utilisera ce terme plutôt pour décrire les interneurones inhibiteurs. Les SSN ont 

été nommées ainsi d’après leur apparence rappelant des étoiles, et la présence d’un grand 

nombre d’épines au niveau de leurs dendrites. Leur soma ovoïde ne présente pas dendrite 

apicale comme les pyramides, il est relativement petit (~15 microns), et 3 à 8 dendrites 

primaires en émerge et se ramifient en dendrites secondaires, tertiaires, etc, densément 

recouvertes d’épines dendritiques. L’arborisation dendritique des SSN de la L4 est 

principalement restreinte au volume formé par le tonneau contenant leur soma, et leurs 

projections axonales sont confinées à la colonne corticale, ce qui n’est pas nécessairement le 

cas des cellules pyramidales de L4 (Lübke et al., 2000).  

2.2. Les interneurones inhibiteurs de la couche 4 du cortex en champ de tonneaux 

On compte dans le cortex en champ de tonneaux environ 12% interneurones inhibiteurs 

(Lefort et al., 2009). Ces neurones sont des cellules GABAergiques non pyramidales 

possédant peu d’épines et des axones relativement courts projetant à l’intérieur de la colonne 

corticale, ou parfois à la colonne voisine. La population de neurones inhibiteurs du cortex en 

champ de tonneaux regroupe tous les types d’interneurones présents dans le néocortex 

(Markram et al., 2004) et présentent des morphologies, des marqueurs biochimiques, des 

Figure 8. Les différentes morphologies 

dendritiques des neurones excitateurs de la 

couche 4 du cortex somatosensoriel. De gauche à 

droite, les interneurones excitateurs pyramidaux, 

pyramidaux étoilés, et étoilés épineux. (Adapté de 

(Harris and Shepherd, 2015)). 
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propriétés électrophysiologiques et des connectivités très variées. Les interneurones 

GABAergiques sont en effet célèbres pour leur hétérogénéité, et cette diversité a mené à 

plusieurs classifications ayant pour but d’identifier des populations pertinentes d’un point de 

vue fonctionnel, mais des divergences résultent du chevauchement des caractéristiques de ces 

sous-types (DeFelipe et al., 2013). Il est néanmoins admis que trois grandes classes 

d’interneurones corticaux peuvent être définies en fonction de l’expression de marqueurs de 

liaison au calcium. On distingue ainsi les interneurones exprimant la parvalbumine (PV), 

l’hormone peptidique somatostatine (SST) et le récepteur ionotropique à la sérotonine 3a (5-

HT3aR) ; l’expression de ces trois protéines ne se chevauchant pas et représentant quasiment 

100% des interneurones corticaux (Lee et al., 2010 ; Rudy et al., 2011). Chez les adultes, les 

interneurones PV représentent environ 40% des interneurones corticaux, tandis que les 

interneurones SST et 5-HT3aR en regroupent environ 30% chaque.  

Au sein de la L4, un tonneau contient à peu près 4000 neurones, dont seuls 8% sont des 

interneurones inhibiteurs (Meyer et al., 2011). Les interneurones de la L4 du cortex 

somatosensoriel n’ont pas reçu autant d’attention que leurs voisins excitateurs, mais de plus 

en plus de recherches s’y intéressent ces dernières années. On trouve différents types 

d’interneurones au sein de la L4 de S1, qui ont souvent été regroupés en fonction de leur 

profil de décharge de potentiels d’action : « fast-spiking » (FS), ou non-FS (nFS). 

La majorité des interneurones de la L4 (~60%) expriment la PV et sont FS (Rudy et al., 

2011). Les interneurones PV et FS peuvent être classés selon leur cible postsynaptique en 

« basket cells », cellules en « panier » qui contactent le soma et les dendrites proximales, ou 

en neurones « chandelier » qui eux contactent le segment initial des axones des cellules 

pyramidales. La plupart de ces interneurones PV et FS de la L4 sont caractérisés leur 

morphologie en « panier » et par leur arborisation axonale très touffue, confinée à l’intérieur 

d’un tonneau, et dont la connectivité synaptique est très dense (Koelbl et al., 2015). Ces 

neurones sont responsables de l’inhibition « feedforward » (antérograde) (Fig. 7 et 9), même 

si selon certaines études, des neurones nFS participeraient aussi à l’inhibition feedforward 

s’exerçant sur les cellules principales de la L4 (Porter et al., 2001). Les interneurones PV FS 

pourraient être divisés en différents sous-groupes fonctionnels en fonction de leur profil de 

décharge, les « delayed firing » et les « early onset firing » (Li and Huntsman, 2014). 

Récemment, une nouvelle classification des interneurones FS a été proposée, basée sur le ratio 

d’axone contenu dans le tonneau ou la colonne corticale auxquels appartient le soma (Koelbl 

et al., 2015). Les auteurs ont trouvé 3 sous-groupes, dont des interneurones ayant une forte 
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connectivité et confinés à l’intérieur d’un tonneau, présentant des caractéristiques de cellules 

en panier, mais ne contactant pas de façon prédominante le compartiment périsomatique de 

ses cibles, ce qui contredit d’autres études (Rudy et al., 2011). Encore plus récemment, il a été 

suggéré qu’il existe 4 sous-classes d’interneurones PV dans les tonneaux, déterminées selon la 

localisation de leur soma/dendrites dans ou entre les tonneaux ainsi que leur interconnectivité 

par les jonctions gap (Shigematsu et al., 2018). Les interneurones peuvent effectivement 

communiquer par le biais de synapses chimiques mais aussi électriques via les jonctions gap, 

des connexions intercellulaires spécialisées constituées d’hémi-canaux de connexines 

exprimés par chaque cellule. On retrouve ce type de connectivité essentiellement entre les 

interneurones FS, et elle est connue pour son rôle dans la synchronisation de décharge des 

interneurones ou la régulation des oscillations du réseau. Les auteurs montrent que les 4 types 

d’interneurones PV ont des architectures dendritiques bien distinctes, et il est intéressant de 

noter que i) les interneurones PV du premier groupe confinés à l’intérieur d’un tonneau ne 

sont pas couplés entre eux par les jonctions gap (contrairement à l’idée générale que les 

interneurones d’une même sous-population s’organisent en réseau) ii) que deux populations 

sont caractérisées par la présence de leurs somas (et pour l’une aussi de l’arborisation 

dendritique) dans les septa, donc en dehors des tonneaux (Shigematsu et al., 2018). 

Les interneurones nFS ont été décrits comme des neurones à bas seuil de décharge (LTS pour 

« low-threshold spiking ») ou à profil de décharge régulier (RNSP pour « regular-spiking non 

pyramidal cell ») (Porter et al., 2001 ; Sun et al., 2006). Cependant, peu d’études détaillées 

ont été effectuées sur ces populations d’interneurones nFS dans les tonneaux.  

Toutes ces études confirment qu’établir une classification des interneurones est très 

compliqué et souffre d’un manque de consensus en ce qui concerne les paramètres de 

classification et la terminologie. En outre, un des problèmes des tentatives de classification 

des interneurones réside dans le fait que les données électrophysiologiques ont été obtenues 

principalement avant P30, âge auquel les propriétés de décharge des interneurones sont encore 

immatures (contrairement aux cellules corticales pyramidales dont la maturation du profil de 

décharge est finie à P20 (Le Magueresse and Monyer, 2013)). Dans la suite de ce manuscrit, 

nous évoquerons en parlant de l’inhibition feedforward uniquement les cellules FS exprimant 

la PV, dont de nombreuses données supportent le rôle prépondérant dans l’inhibition 

feedforward des neurones principaux de la couche 4. 
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2.3. Connectivité thalamocorticale et intracorticale des tonneaux du cortex 

somatosensoriel 

Les mesures électrophysiologiques montrent que les afférences contactant les SSNs de la L4 

(contrairement aux cellules pyramidales de la même couche) proviennent principalement du 

même tonneau, donc sont cortico-corticales, et que seule une petite fraction des synapses 

excitatrices afférentes sur les cellules épineuses provient du thalamus (10% environ), ce qui 

est néanmoins suffisant pour contrôler l’activité des cellules épineuses (Benshalom and 

White, 1986). L’excitation provenant du VPM recrute principalement les SSNs, mais comme 

elle recrute également les autres types de cellules excitatrices, nous parlerons dans la suite du 

manuscrit des neurones corticaux glutamatergiques principaux de la L4 (PCs pour « principal 

neurons »). Les afférences thalamocorticales établissent des contacts directs à la fois avec les 

PCs et les interneurones GABAergiques, qui ensuite forment des connexions inhibitrices sur 

les PCs (voir le paragraphe VI.4.2). Les interneurones PV des tonneaux sont contactés par les 

collatérales des SSNs ainsi que par d’autres interneurones FS (cellules en panier) mais 

beaucoup moins par les interneurones RNSP (« bitufted »), ce qui suggère que les 

interneurones PV participent non seulement à l’inhibition feedforward mais aussi à 

l’inhibition feedback (Staiger et al., 2009). En ce qui concerne les circuits intracorticaux 

efférents, les cellules principales projettent sur les cellules de la L2/3, forment aussi des 

collatérales dans la L4 et envoient des petites projections verticales aux couches corticales 

profondes L5a et L6, participant ainsi au contrôle rétroactif corticothalamique. Les cellules de 

la L4 de S1 ne contactent pas d’autres aires corticales ou structures sous-corticales.  

Figure 9. Interneurones en « panier » des 

tonneaux. Reconstruction de deux interneurones 

en panier de la L4 du cortex en champ de tonneau. 

Les dendrites sont en rouge, l’axone en bleu et les 

tonneaux en gris. Barre d’échelle : 100 µm. 

(D’après (Sun et al., 2006)). 
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3. Développement et période critique de plasticité développementale du cortex en 

champs de tonneaux  

Comment se forme le cortex somatosensoriel ? Le développement des régions néocorticales 

se déroule selon une chronologie bien définie au cours de laquelle les neurones excitateurs et 

inhibiteurs, générés dans le télencéphale dorsal et ventral respectivement, migrent vers leur 

emplacement final (Fishell and Rudy, 201). Au fur et à mesure de leur maturation, les 

neurones participent aux circuits naissants et finissent par étendre leurs arborisations 

dendritiques et axonales pour former des connexions fonctionnelles. Durant le développement 

prénatal, la mise en place de la connectivité des différentes aires du cortex cérébral est 

principalement contrôlée par des programmes génétiques intrinsèques (Erzurumlu and 

Gaspar, 2012).  

Le développement du système somatosensoriel suit une séquence développementale qui 

commence à la périphérie pour finir aux structures somatosensorielles centrales. Thalamus et 

cortex se développent de façon synchronisée pendant le développement embryonnaire. Les 

axones trigéminaux contactent le PrV vers E10 et les barrelettes se forment juste après la 

naissance. Les axones du PrV contactent le VPM vers E17, et les barreloids du thalamus 

apparaitront vers P3. A E13.5, les afférences thalamocorticales commencent leur croissance et 

atteignent la sous-plaque vers E18 et la plaque corticale à E19 (Rebsam et al., 2002). Elles 

forment les connexions avec la L4 juste après la naissance (López-Bendito et al., 2006).  

La trajectoire des axones thalamocorticaux pour atteindre leurs cibles corticales dépend de 

divers des facteurs de « guidage » axonal. Une fois les axones thalamocorticaux ayant atteint 

le cortex, la formation des circuits corticaux de S1 dépend principalement de l’activité 

spontanée et sensorielle évoquée, donc extrinsèque (Allène et al., 2008 ; Erzurumlu and 

Gaspar, 2012 ; Khazipov and Luhmann, 2006). Cette activité est d’abord relayée par la sous-

plaque, une couche d’interneurones transitoires principalement GABAergiques générés très 

tôt dans le développement et dont les propriétés fonctionnelles sont déjà matures ((Kanold and 

Luhmann, 2010), voir le paragraphe VI.4.2.1). Les axones thalamocorticaux interagissent en 

premier lieu avec ces interneurones transitoires résidant entre la matière blanche et la plaque 

corticale. L’activité de la sous-plaque repose en grande partie sur des synapses électriques, ce 

qui permet la synchronisation des réseaux neuronaux locaux selon une dimension horizontale, 

constituant ainsi les « pré-colonnes corticales » (Sun and Luhmann, 2007). A P2, les 

afférences corticales forment des bandes horizontales dans les L4 et L6 (Rebsam et al., 2002). 

Bien qu’une représentation topographique fonctionnelle des vibrisses puisse être observée 
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dans le cortex en champs de tonneaux dès la naissance, la réelle structure des tonneaux de la 

L4 devient visible vers P3-P4, au moment de la fermeture de la période de plasticité 

structurale. En effet, l’activité synaptique entre les afférences thalamocorticales et la plaque 

corticale en développement est essentielle pour le développement correct des tonneaux et fixe 

une période de plasticité critique (Lu et al., 2006). Le concept de période critique a émergé 

suite aux études menées sur le développement du cortex visuel montrant une plasticité de la 

dominance oculaire à la fin du premier mois (Hubel and Wiesel, 1964). De la même façon que 

pour la voie rétino-géniculo-corticale, une plasticité structurale dépendante de l’activité se 

manifeste lors de la formation des tonneaux. En effet, les expériences pionnières de Woolsey 

et Van der Loos ont révélé que diverses manipulations des systèmes sensoriels – élimination 

des vibrisses ou section de la branche infraorbitale – avant P4 altère irréversiblement 

l’organisation spatiale et fonctionnelle des tonneaux dans le cortex (Erzurumlu and Gaspar, 

2012 ; Woolsey and Van der Loos, 1970). L’arrivée des axones thalamocorticaux à leur cible 

corticale définitive et la formation subséquente des tonneaux dépend donc de l’expérience 

sensorielle précoce. A P4, la ségrégation des axones thalamiques est donc terminée et la 

représentation corticale des vibrisses se met en place. La translocation des corps cellulaires 

des PCs à la périphérie des tonneaux survient vers P6-7 et est accompagnée d’une 

réorganisation de l’arbre dendritique, qui s’oriente vers le centre des tonneaux, et une 

maturation des synapses thalamocorticales (Inan et al., 2006). A partir de P5, une phase de 

synaptogenèse intense commence, et en même temps les arborisations dendritique des PCs et 

axonales des fibres thalamiques se complexifient, jusqu’à la fin de la deuxième semaine 

postnatale (Petersen, 2007).  

4. Développement des synapses thalamocorticales des tonneaux 

Les synapses excitatrices formées par les axones thalamocorticaux des neurones du VB sur les 

PCs de la L4 représentent l’entrée sensorielle majeure de la périphérie au cortex, et 

l’inhibition antérograde « feedforward » de ces neurones principaux par les interneurones de 

la L4, recrutés par les mêmes axones thalamocorticaux, est indispensable au développement 

de ce circuit néocortical. L’utilisation de tranches thalamocorticales permettant une 

préservation optimale des barreloids du thalamus VB et des connexions thalamocorticales et 

intracorticales entre les couches 4 et 2/3 (Agmon and Connors, 1991) a permis de générer une 

solide base de données concernant les propriétés des synapses thalamocorticales. Lors de la 

première semaine postnatale, des changements majeurs surviennent dans la fonction 

synaptique aux afférences thalamocorticales, coïncidant avec la période critique de plasticité 
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dépendante de l’expérience sensorielle dans la L4. En effet, pendant toute la période de 

développement postnatal précoce, les synapses corticales subissent un processus de 

maturation fonctionnelle caractérisé par des modifications présynaptiques (augmentation de la 

probabilité de libération des vésicules de neurotransmetteurs, ainsi que de la taille des 

vésicules, diminution du taux d’échec) et postsynaptiques (changement d’expression des 

récepteurs aux neurotransmetteurs, changement de composition de ces récepteurs). Ces 

modifications concernent la transmission excitatrice glutamatergique, mais aussi la 

transmission synaptique inhibitrice GABAergique.  

4.1. La synapse thalamocorticale monosynaptique excitatrice 

Jusqu’à P2-3, les synapses excitatrices observées par microscopie électronique au niveau des 

dendrites des neurones de L4 sont éparses et immatures (Dufour et al., 2016), ce qui coïncide 

avec la maturation des axones thalamiques, dont les terminaisons forment encore une couche 

uniforme à cet âge-là. A partir de P5, une intense période de synaptogenèse commence, 

accompagnée d’une phase de maturation fonctionnelle. La synapse thalamocorticale entre les 

axones thalamocorticaux et les PCs de la L4 est une synapse excitatrice glutamatergique, elle 

repose donc sur l’activation de récepteurs glutamatergiques ionotropiques : les récepteurs 

AMPA (AMPAR), kaïnate (KAR) et NMDA (NMDAR). L’expression postsynaptique de ces 

trois types de récepteurs est finement régulée pendant le développement, ce qui induit 

plusieurs changements fonctionnels au cours du développement postnatal précoce.  

4.1.1. Remplacement des récepteurs kaïnate par les récepteurs AMPA 

La contribution relative des récepteurs AMPA et KA change au cours de la première semaine 

postnatale. Il semblerait que les KARs et AMPARs ne sont jamais colocalisés à la même 

synapse, il existe donc des synapses purement AMPA et purement KA (Kidd and Isaac, 

1999). Les courants postsynaptiques excitateurs (EPSC) soutenus par les KAR à cette synapse 

se caractérisent par leur petite amplitude et leur cinétique de décroissance lente ; et dominent 

la neurotransmission entre P3 et P5. Les EPSCs soutenus par les AMPARs ont des cinétiques 

de décroissance presque 20 fois plus rapides (Kidd and Isaac, 1999). Entre P6 et P8, le 

nombre de synapses AMPA augmente au détriment des synapses KA, dont la contribution 

décroît fortement (Fig. 10). Les études de transmission quantique et des canaux unitaires des 

AMPARs et KARs ont en effet montré que ces deux paramètres ne changeaient pas, suggérant 

que les synapses KA sont progressivement remplacées par les synapses AMPA. Ce 
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changement développemental de neurotransmission lente à rapide sous-tendant l’intégration 

des signaux sensoriels permettrait une transmission plus fiable de l’activité des vibrisses 

(Bannister, 2005).  

4.1.2. Evolution du ratio des courants AMPA/NMDA 

D’autre part, la maturation fonctionnelle de la synapse thalamocorticale excitatrice se traduit 

également par une évolution de la proportion relative des récepteurs glutamatergiques AMPA 

et NMDA postsynaptiques. Lu et ses collaborateurs ont montré une augmentation de 

l’amplitude de la composante AMPA par rapport à la composante NMDA se traduisant par 

une augmentation du ratio AMPA/NMDA entre la fin de la première semaine postnatale (~0.3 

à P5) et la deuxième semaine postnatale (>1 à P10) (Lu et al., 2011). Cela suggère une 

diminution de l’amplitude des courants NMDA et/ou d’une augmentation de l’amplitude des 

courants NMDA à la fin de la première semaine postnatale. Cette deuxième hypothèse est 

soutenue par des données montrant l’incorporation progressive d’AMPAR à la synapse 

thalamocorticale excitatrice pendant la première semaine postnatale (Crair and Malenka, 

1995). De façon intéressante, le BDNF a été identifié comme un facteur nécessaire pour la 

maturation de la neurotransmission soutenue par les AMPARs (Itami et al., 2003). Cette 

incorporation d’AMPARS à la fin de la première semaine postnatale coïncide avec un 

changement de composition en sous-unités des NMDAR, de GluN1/GluN2B à 

GluN1/GluN2A (Lu et al., 2001), processus également associé la maturation fonctionnelle de 

la synapse thalamocorticale 

Les NMDARs sont notamment connus pour leur implication dans le contrôle de la plasticité à 

long terme. En effet, en plus de ces changements synaptiques sous-tendant la maturation 

fonctionnelle de la synapse thalamocorticale, l’expression de plusieurs types de plasticité, à 

court et long terme, ont été observés pendant le développement de cette synapse. 

4.1.3. Période critique de plasticité fonctionnelle à la synapse thalamocorticale  

La potentialisation à long terme (LTP) se traduit par une augmentation sur la durée de la force 

synaptique dépendante de l’activité, reposant la plupart du temps sur des mécanismes 

impliquant l’activation des NMDARs. Dans la majeure partie des cas, la LTP est induite par 

l’influx de calcium via l’ouverture des NMDARs et entraîne l’incorporation d’AMPARs à la 

membrane postsynaptique. A la synapse thalamocorticale, la LTP est nécessaire pour 

l’établissement des cartes corticales et dépend de l’activité sensorielle. Elle coïncide en effet 
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avec la période critique d’établissement des champs de réception dans la L4 (Foeller and 

Feldman, 2004). La LTP à la synapse thalamocorticale dépend des NMDARs et résulte de la 

transition d’une transmission synaptique lente soutenue par les KAR à une transmission 

rapide dominée par les AMPARs (Bannister, 2005 ; Kidd and Isaac, 1999) dont nous parlions 

précédemment. La LTP ne peut être induite que durant la première semaine postnatale, entre 

P3 et P7 (Crair and Malenka, 1995) (Fig. 10). La période critique pour induire cette plasticité 

fonctionnelle coïncide donc avec le changement de sous-unité des NMDARs. Lu et 

collaborateurs ont testé l’hypothèse d’un lien entre ces deux évènements en utilisant des 

souris dont le gène codant pour la sous-unité GluN2A est invalidé. Chez ces souris, la période 

critique d’induction de la plasticité à long terme est inchangée, indiquant que la régulation des 

sous-unités des NMDARs n’est pas impliquée dans la fermeture de cette période critique (Lu 

et al., 2001).  

La LTP a été proposé comme mécanismes permettant l’incorporation rapide d’AMPARs aux 

synapses « silencieuses ». L’existence de synapses silencieuses à la synapse thalamocorticale 

a été observée pendant le développement (Isaac et al., 1997). Ces synapses silencieuses 

expriment uniquement des NMDARs, mais l’induction de la LTP à ces synapses peut 

promouvoir l’apparition d’AMPARs à la membrane du neurone postsynaptique. Ces synapses 

silencieuses disparaissent après P8 (Fig. 10), stade du développement auquel on perd 

également la capacité à induire la LTP. Cette conversion des synapses silencieuses pourrait 

aussi participer à l’augmentation du ratio AMPA/NMDA décrit précédemment. Il est 

intéressant de noter que le BDNF a été identifié comme facteur déclenchant « l’activation » 

des synapses silencieuses, en activant le trafic des AMPARs aux synapses en développement 

(Itami et al., 2003).  

La synapses thalamocorticale peut également exprimer de la dépression à long terme (LTD), 

qui comme la LTP est dépendante des NMDAR pendant le développement (Feldman et al., 

1998). (Fig. 10). La capacité à induire cette LTD décroît également pendant le 

développement, et comme la LTP, il n’est quasiment plus possible de l’induire à P10. Les 

études in vivo suggèrent que la LTD serait importante pour la plasticité dépendante de 

l’activité sensorielle dans le cortex en champ de tonneaux (Daw et al., 2007), en affaiblissant 

les synapses inappropriées, ce qui favoriserait un élagage synaptique. 
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Enfin, une plasticité à court terme est exprimée et évolue à la synapse thalamocorticale 

pendant les premières semaines. Cette plasticité est mesurée par le ratio des courants appariés 

(paired-pulse ratio PPR), qui consiste à diviser l’amplitude du deuxième EPSC par celle du 

premier EPSC, afin de déterminer si une facilitation ou une dépression de la transmission 

synaptique est induite, phénomènes reposant principalement sur la probabilité de relargage 

des vésicules de neurotransmetteur. Le PPR des NMDARs augmente entre P4 et P22, tandis 

que celui des AMPARs diminue, indiquant respectivement une diminution et une 

augmentation de la probabilité de libération de glutamate par les fibres thalamiques 

(Yanagisawa et al., 2004). Cette divergence est due à l’existence de deux profils 

présynaptiques différents des synapses thalamocorticales pendant le développement précoce. 

En effet, les synapses immatures contenant très peu d’AMPAR postsynaptiques, c’est-à-dire 

des synapses silencieuses, présentent très peu d’échecs (Montgomery et al., 2001) ainsi 

qu’une probabilité de libération plus élevée qu’aux synapses plus mûres, riches en AMPAR. 

Cela suggère que l’élimination progressive des 20-40% (Isaac et al., 1997) de synapses 

thalamocorticales silencieuses (purement NMDAR) entre P2 et P8 entraine une diminution 

des axones à haute probabilité de libération auxquels elles sont préférentiellement associées. 

En d’autres termes, la conversion postsynaptique des synapses silencieuses en synapses 

contenant principalement des AMPAR s’accompagne d’une diminution de la probabilité de 

libération au niveau présynaptique, probablement via un médiateur rétrograde. Ainsi, les 

terminaisons thalamocorticales ayant une probabilité de libération transitoirement plus élevée 

contacteraient majoritairement les synapses silencieuses et l’interaction entre les sites pré- et 

Figure 10. Profil développemental 

des propriétés et de la plasticité 

synaptique à la synapse 

thalamocorticale de la couche 4 du 

cortex en champ de tonneaux. La 

période critique de plasticité 

structurale est indiquée également 

pour la comparaison temporelle (Daw 

et al., 2007). 
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postsynaptiques au cours de la première semaine postnatale permettrait l’incorporation 

d’AMPAR et la maturation des synapses thalamocorticales. 

4.2. Développement de la voie thalamocorticale disynaptique inhibitrice 

Pendant le développement postnatal précoce, les interneurones inhibiteurs sont des 

contributeurs essentiels à différentes phase de formation des circuits. Tout d’abord, l’activité 

GABAergique, sous forme de potentiels dépolarisant géants (GDP), représente un mécanisme 

clé dans la synchronisation des neurones pendant la période précoce de synaptogenèse (Allène 

et al., 2008 ; Bonifazi et al., 2009). D’autre part, les premiers neurones générés dans le cortex 

sont des interneurones inhibiteurs dont la connectivité transitoire est essentielle au bon 

développement des réseaux neuronaux (Kanold and Luhmann, 2010). Enfin, la signalisation 

GABAergique contrôle l’affinement des circuits en réponse à l’expérience sensorielle 

(Hensch, 2005). Ces rôles de la transmission GABAergique pendant le développement 

coïncide avec l’émergence des différents sous-types d’interneurones. La génération des GDP 

repose sur l’existence d’interneurones SST, alors que l’affinement sensoriel et la période de 

plasticité critique coïncident avec la maturation relativement tardive des interneurones PV. La 

communication synaptique périnatale inhibitrice repose principalement sur les jonctions 

« gap » (Khazipov and Luhmann, 2006). Le nombre de jonctions gap, comme pour les 

synapses glutamatergiques silencieuses dont nous parlions précédemment, diminue au cours 

des deux premières semaines postnatales (Valiullina et al., 2016). La densité des synapses 

chimiques augmente considérablement dès la deuxième semaine postnatale (De Felipe et al., 

1997). 

4.2.1. Développement des circuits GABAergiques et maladies neurodéveloppementales  

Le GABA (acide γ-aminobutyrique) est le principal neurotransmetteur inhibiteur du SNC, il 

agit au travers des récepteurs ionotropiques GABAA (GABAAR) et GABAc ainsi que du 

récepteur métabotropique GABAB. 

Les sous-unités du GABAAR forment un pore sélectivement perméable aux ions chlore (Cl-) 

et bicarbonates lors de la fixation du GABA sur le récepteur. Le flux de l’anion suit le 

gradient électrochimique et en général, les ions Cl- sont plus concentrés dans la matrice 

extracellulaire que dans la cellule, donc l’ouverture du canal déclenche un influx de Cl- dans 

la cellule. Cette entrée d’ions négatifs est responsable de l’hyperpolarisation de la membrane, 

ce qui explique son effet inhibiteur. Le GABA contrôle donc l’excitabilité neuronale, 
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l’intégration synaptique, la plasticité et la génération d’oscillations synchronisées au sein de 

population de neurones excitateurs. Mais les interneurones contribuent également à presque 

tous les processus fondamentaux du développement cortical. En effet, le GABA n’est 

cependant pas toujours hyperpolarisant, notamment pendant le développement. L’effet 

dépolarisant du GABA repose sur l’expression finement régulée au cours du développement 

des co-transporteurs cation-Cl- , Na+-K+-Cl- isoforme 1 (NKCC1) et K+-Cl- isoforme 2 

(KCC2). On considère que le GABA dépolarisant au cours du développement agit comme un 

facteur trophique, en induisant une augmentation du calcium intracellulaire suite à la 

dépolarisation, pendant une période où les synapses glutamatergiques sont plutôt quiescentes 

(Cherubini et al., 1991). Le GABA excitateur au cours du développement est donc impliqué 

dans de nombreux processus de neurogenèse, incluant la prolifération des neurones, leur 

migration, leur différentiation, ainsi que dans la formation précoce des circuits et le 

développement des périodes critiques (Marty and Llano, 2005). 

Un nombre croissant de preuves fondamentales et cliniques soutiennent une implication des 

dysfonctionnements GABAergiques développementaux dans l’étiologie de divers troubles 

neurodéveloppementaux (Chattopadhyaya and Cristo, 2012 ; Kanold and Luhmann, 2010 ; 

Kroon et al., 2013 ; Wu and Sun, 2015).  

Il a notamment été observé des anomalies de la matière blanche. Au cours du développement 

précoce, les interneurones GABAergiques établissent des réseaux transitoires (voir le 

paragraphe suivant), fondamentaux pour le développement subséquent des circuits corticaux, 

et plusieurs études pointent une implication de ces réseaux dans l’apparition de la 

schizophrénie. L’analyse de tissus cérébraux humains a montré une augmentation 

significative de la densité de ces neurones interstitiels de la matière blanche, fréquemment 

accompagnée d’un déficit d’interneurones inhibiteurs dans le cortex. Cela suggère que la 

migration des interneurones de la substance blanche vers le cortex serait anormale chez les 

patients schizophrènes. Ces observations sont corroborées par la coïncidence temporelle entre 

le deuxième trimestre de grossesse, période durant laquelle une atteinte menant à la 

schizophrénie est la plus susceptible de survenir, et le pic d’expression de l’enzyme de 

synthèse du GABA, GAD67, dans la sous-plaque et la matière blanche, indiquant une période 

de migration intense. Cette période de migration des neurones GABAergiques pourrait être 

une période de vulnérabilité pour le développement de dysfonctionnements corticaux de type 

schizophréniques (Wu and Sun, 2015).  
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L’idée d’une altération spécifique des interneurones GABAergiques associée à la 

schizophrénie, ainsi qu’aux TSA, est aussi soutenue par les analyses des tissus cérébraux de 

patient schizophrènes et autistes qui a révélé une sous-expression significative des enzymes 

de synthèse du GABA, GAD 65 et GAD67, chez ces patients (Fatemi et al., 2002 ; Lewis et 

al., 2005). Plusieurs groupes ont également montré des altérations au niveau de l’expression 

des GABARs. 

Une dérégulation de la balance excitation/inhibition (E/I) est suspectée comme responsable 

des déficiences cognitives observées dans de nombreux TSA, et est souvent à l’origine de ce 

déséquilibre d’un défaut d’inhibition (Kroon et al., 2013). De façon intéressante, une méta-

analyse de l’expression de la parvalbumine a montré une réduction systématique du nombre 

d’interneurones PV dans les néocortex de différents modèles murins d’autisme (Gogolla et 

al., 2009). D’autre part, un déséquilibre général des transporteurs d’ions chlore NKCC1 et 

KCC2 a été observé chez les patients atteints de schizophrénie, se manifestant par des ratios 

NKCC1/KCC2 immatures (Wu and Sun, 2015), et donc d’un effet du GABA plutôt 

dépolarisant à l’âge adulte. 

L’ensemble de ces observations confirme donc que des altérations de la neurotransmission 

GABAergique durant le développement embryonnaire sont à l’origine, ou du moins 

participent, au développement de pathologies neurodéveloppementales. Les mécanismes 

cellulaires responsables de ces anomalies du développement se manifestant par des troubles 

cognitifs après la naissance sont encore très peu compris. 

4.2.2. Les interneurones transitoires de la sous-plaque 

Le cortex en développement des mammifères contient des neurones particuliers, les neurones 

de la sous-plaque (SPN pour « subplate neurons»), qui jouent un rôle fondamental lors du 

développement. Ce sont les premiers neurones à être générés dans le cortex, ils sont localisés 

dans la matière blanche et sont caractérisés par leurs propriétés fonctionnelles et structurales 

relativement matures comparé aux autres neurones à ces stades. Ils projettent leurs axones 

principalement à la L4 et forment les premiers circuits fonctionnels, requis pour la mise en 

place des oscillations précoces de la plaque corticale citées précédemment (Allène et al., 2008 

; Kanold and Luhmann, 2010). Plusieurs études ont démontré le rôle crucial de ces réseaux 

transitoires de SPNs dans le développement cortical et la plasticité. Leur absence ou une 

altération de ces réseaux résulte en une malformation du cortex chez l’adulte et des propriétés 
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cognitives altérées (Kanold and Luhmann, 2010). Les SPNs sont les premiers à recevoir des 

afférences thalamiques à E18, et ces connexions disparaissent totalement avant P7 (Fig. 11). 

Récemment, un nouveau circuit transitoire d’interneurones transitoires a été découvert. En 

utilisant la technique de LSPS (laser-scanning photostimulation) couplée au décageage de 

glutamate pour cartographier les connexions corticales, il a été montré qu’il existait dans la 

L5b une population d’interneurones inhibiteurs SST qui reçoivent des afférences thalamiques 

tôt dans le développement, de la même façon que les SPNs, mais qui forment des connexions 

réciproques avec les SSNs de la L4 entre P4 et P6 (Marques-Smith et al., 2016), donc avant 

l’émergence de la feedforward soutenue par les interneurones locaux de la L4. Par 

conséquent, avant P6, les interneurones SST de la L5b régulerait l’entrée thalamique au 

niveau des SSNs de la L4. La formation et le désassemblage de ce circuit entre L5b et L4 

dépend de l’activité sensorielle, et l’absence de ce circuit transitoire retarde la mise en place 

de la connectivité thalamique afférente sur les SSNs (Marques-Smith et al., 2016). Les 

mécanismes responsables de la transition de ce circuit de neurones SST translaminaire à un 

Figure 11. Les neurones transitoires de la sous-plaque participent à la maturation de la 

connectivité thalamocorticale inhibitrice. Ce schéma représente les changements 

développementaux des projections thalamocorticales et de l’inhibition intracorticale pendant le 

développement. Lors du développement précoce (« early »), le thalamus projette à la sous-plaque qui 

envoie des projections aux neurones excitateurs et inhibiteurs de la L4. Les neurones de la sous-

plaque communiquent via des synapses électriques. A ce stade, le GABA est dépolarisant dans la L4 

car l’expression du co-transporteur d’ions chlore KCC2 est minoritaire ; en revanche, les neurones de 

la sous-plaque ont des propriétés de neurones matures et donc une expression de KCC2 adulte. Les 

récepteurs GABAergiques sont composés principalement des sous-unités α2 et α3. Au cours du 

développement (schéma du centre), les axones thalamiques s’étendent jusqu’à la couche 4 et forment 

des synapses glutamatergiques avec les cellules principales et les interneurones responsables de 

l’inhibition feedforward. Chez l’adulte, les niveaux de KCC2 sont élevés et le GABA est donc 

hyperpolarisant, les neurones de la sous-plaque n’existent plus. Les neurones de la L4 expriment 

principalement des GABAAR composés de sous-unités α1 et γ2. (Adapté de (Kanold and Luhmann, 

2010)) 



 

 

 

 

81 

circuit intra-laminaire n’ont pas été identifiés. Cependant, les études électrophysiologiques 

concernant le développement de l’inhibition feedforward disynaptique (voir le paragraphe 

VI.4.2.4) dans les PCs de la L4 n’ont pas observé ce type d’inhibition disynaptique avant 

l’émergence de l’inhibition feedforward soutenue par les interneurones locaux de la L4. 

L’intégration au sein de circuits en développement des d'interneurones corticaux immatures 

ne sont donc ni statiques ni progressivement renforcés, mais suivent selon la couche à laquelle 

ils appartiennent un développement spécifique impliquant des connexions transitoires qui 

diffèrent de celles du cerveau adulte. 

4.2.3. Développement des propriétés synaptiques GABAergiques 

Les récepteurs ionotropiques GABAergiques GABAA sont, comme les récepteurs 

glutamatergiques dont nous parlions précédemment, concernés par un changement 

d’expression de leurs sous-unités pendant le développement du cortex en champ de tonneaux. 

Il existe seize types de sous-unités pouvant composer les GABAAR : α1 à α6, β1 à β3, γ1 et 

γ2, δ, ε, π, et ϑ (Olsen and Sieghart, 2009). Les récepteurs GABAA sont des hétéropentamères 

dont la combinaison comprend toujours 2 sous-unités α et deux sous-unités β (2α:2β:γ, γ 

pouvant être remplacée par δ, ε, π, ou ϑ), et dont la stœchiométrie la plus abondamment 

rencontrée dans le cerveau adulte est α1β2γ2 (Fritschy and Mohler, 1995). Généralement, les 

GABAAR sont postsynaptiques, bien qu’il ait été montré qu'ils pouvaient être présents au 

niveau présynaptique (Trigo et al., 2010). Dans le néocortex de rongeur, l’expression relative 

des sous-unités α1, β2, γ2 augmente en effet pendant le développement. Dans le cortex en 

champs de tonneaux, des analyses quantitatives de la composition en sous-unités des 

récepteurs GABAA révèlent que les changements postnataux de composition en sous-unités α, 

de α2 prédominantes à α1, contribuent à l’accélération des cinétiques des courants 

postsynaptiques inhibiteurs (IPSC) dans le cortex somatosensoriel de souris (Dunning et al., 

1999).  

4.2.4. La voie thalamocorticale disynaptique inhibitrice 

Les afférences thalamocorticales du thalamus ventrobasal établissent des connexions 

excitatrices directes avec les cellules principales de la L4 du S1, mais également des 

connexions disynaptiques inhibitrices antérograde (« feedforward ») avec ces cellules, par 

l'intermédiaire des cellules FS de la L4 (Fig. 7). En d’autres termes, les axones 

thalamocorticaux contactent à la fois les PCs et les interneurones FS, ce qui est crucial pour la 
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coordination de l’excitation lors des premières étapes de l’intégration corticale des 

informations somatosensorielles. En effet, les interneurones connectés aux PCs et recevant les 

synapses glutamatergiques des axones thalamocorticaux peuvent déclencher une inhibition 

rapide des cellules excitatrices en tronquant la réponse thalamocorticale, ce qui permet de 

limiter la fenêtre temporelle d’intégration de l’excitation thalamique (Gabernet et al., 2005).  

Les interneurones GABAergiques FS de la L4 responsables de l’inhibition feedforward sont 

contactés par les afférences thalamiques vers P6-P7 (Daw et al., 2007). La quantification de la 

synaptogenèse inhibitrice dans le cortex en champs de tonneaux montre que le nombre de 

synapses inhibitrices triple entre P4 et P11 (De Felipe et al.). Il a été montré que le GABA 

était également dépolarisant dans le cortex en champs de tonneaux pendant la première 

semaine postnatale (voir paragraphe précédent, (Daw et al., 2007), mais à ce moment du 

développement, les interneurones GABAergiques ne sont pas encore intégrés au sein du 

réseau de la L4. Ils ne sont recrutés dans le circuit feedforward qu’à la fin de la première 

semaine postnatale (Fig. 12). De plus, la densité et la force des synapses inhibitrices 

Figure 12. Profil développemental de l’inhibition GABAergique dans la couche 4 du cortex en 

champs de tonneaux. Le taux de connexion entre interneurone (IN) et PCs (SC pour stellate cell) en 

vert, et l’amplitude des connexions unitaires en rouge ont été déterminées suite à des enregistrements 

en paire. Les EPSPs mesurés dans les deux types de cellules (en rose) indiquent les EPSPs évoqués 

simultanément par stimulation thalamique dans les IN et SC connectés. Le ratio GABAA/AMPA est 

représenté en noir, et le potentiel d’inversion (Erev) en bleu. Il s’agit du Erev des IPSCs 

pharmacologiquement isolé évoqués dans les SC par une stimulation locale et en patch perforé (Daw 

et al., 2007). 
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intracorticales dans la L4 augmentent entre P8 et P18, entraînant une augmentation de la 

balance inhibition/excitation (Zhang et al., 2011). Un développement approprié du réseau 

inhibiteur est fondamental car il fixe la période développementale critique de plasticité (Daw 

et al., 2007). Le GABA est par conséquent un neurotransmetteur essentiel pour l’induction de 

la période critique (Fagiolini and Hensch, 2000). De façon similaire au ratio AMPA/NMDA, 

la comparaison de l’amplitude des EPSCs soutenus par les AMPARs par rapport à 

l’amplitudes des IPSCs soutenus par les GABAARs permet de déterminer les contributions 

relatives de l’excitation et de l’inhibition de la voie thalamocorticale pendant le 

développement. En accord avec les données d’anatomie (De Felipe et al., 1997), le ratio 

GABAA/AMPA augmente considérablement entre la première et la deuxième semaine 

postnatale ((Chittajallu and Isaac, 2010) ; Fig. 12).  

Bien que les mêmes afférences du VPM contactent les cellules principales et les FS, les 

entrées thalamocorticales excitatrices sur les interneurones inhibiteurs sont remarquablement 

plus fortes et rapides que celles sur les PCs (Chittajallu and Isaac, 2010 ; Cruikshank et al., 

2007 ; Gabernet et al., 2005). Des études électrophysiologiques ont montré que toutes les 

afférences thalamiques contactant les PCs excitent également les cellules FS adjacentes et 

qu’une cellule FS reçoit une convergence d’entrées excitatrices provenant de différents 

neurones du VPM et établit des connexions inhibitrices avec plusieurs cellules principales de 

la L4 (Inoue and Imoto, 2006). Il a été montré que cette excitation différentielle des différents 

neurones corticaux repose sur des mécanismes postsynaptiques. En effet, les récepteurs 

exprimés au niveau des cellules FS et principales de la L4 diffèrent en termes d’identité et de 

composition, entrainant des réponses différentes pour une même libération de 

neurotransmetteur par les fibres thalamiques (Hull et al., 2009). Aux synapses FS, les 

afférences thalamiques produisent des EPSCs rapides d’une amplitude quantique quatre fois 

plus grande que ceux évoqués dans les PCs, et cela est dû à l’activation de récepteurs AMPA 

ne possédant pas de sous-unité GluA2. En effet, les AMPARs dépourvus de GluA2 ont une 

conductance unitaire bien plus grande que les AMPARs contenant GluA2. L’expression de ce 

type particulier d’AMPAR à la membrane postsynaptique des interneurones FS explique sans 

doute en partie les réponses thalamocorticales plus efficaces dans ces interneurones, 

permettant d’engager l’inhibition feedforward disynaptique de façon fiable. D’autre part, 

l’excitation thalamique des cellules excitatrices est soutenue majoritairement par les 

récepteurs NMDA ayant des cinétiques plus lentes et passent plus de courant aux potentiels 

physiologiques (Hull et al., 2009). L’activation des fibres thalamiques entraine donc des 
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réponses différentes selon le type cellulaire ciblé dans la L4, cette divergence est uniquement 

due à des compositions spécifiques de récepteurs postsynaptiques, et permet afin d’orchestrer 

une balance dynamique entre excitation et inhibition lors de l’entrée sensorielle dans le 

cortex.  

Mais quel mécanisme contrôle l’évolution de ces propriétés synaptiques ? Grâce à des 

expériences de privation sensorielle (cautérisation des vibrisses entre P5 et P10), il a été 

montré que l’activité des vibrisses est nécessaire pour la maturation fonctionnelle de la 

synapse thalamocorticale disynaptique inhibitrice des tonneaux. Chittajallu et Isaac ont en 

effet découvert que l’expérience sensorielle induit deux formes de plasticité synaptique à cette 

synapse (Chittajallu and Isaac, 2010). Au niveau de la première synapse de l’inhibition 

feedforward disynaptique, entre les fibres thalamiques et les interneurones FS, l’activité des 

vibrisses provoque une augmentation de la probabilité de libération aux terminaisons axonales 

des fibres thalamiques à partir de P6. Pour que cette augmentation de l’inhibition feedforward 

fixe efficacement la durée restreinte d’intégration des entrées sensorielles dans les PCs 

(Gabernet et al., 2005), un deuxième mécanisme dépendant de l’expérience est mis en jeu, au 

niveau postsynaptique cette fois. A P6-8, les réponses monosynaptiques évoquées dans les 

PCs sont de larges EPSPs avec une forte composante médiée par les NMDARs qui est 

diminuée à P9-11 et s’oppose moins à l’inhibition disynaptique, suggérant que l’expérience 

sensorielle entraine une diminution de cette composante NMDA des PCs, permettant la mise 

en place de l’inhibition feedforward mature. Le changement de composition en sous-unité des 

NMDARs est probablement impliqué dans ce mécanisme postsynaptique, mais cela reste à 

tester.  

Ces modifications synaptiques déclenchées par l’activité sensorielle ayant pour conséquence 

d’augmenter de façon considérable l’inhibition des PCs sont essentielles pour maintenir 

l’activité des tonneaux à un niveau constant. En effet, le réseau excitateur se développe très 

rapidement à ces stades, il est donc fondamental de réguler la balance excitation/inhibition, en 

réduisant la fenêtre temporelle d’intégration des afférences sensorielles, permettant une 

transmission fidèle de l’activité des vibrisses. 

VII. Colonisation du cortex en champs de tonneaux par les cellules microgliales lors 

du développement postnatal et maturation de la voie thalamocorticale 

Notre groupe a précédemment découvert que les cellules microgliales suivaient un profil 

d’invasion remarquablement stéréotypé lors de la colonisation du champ de tonneaux. 
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Rappelons qu’au cours de la première semaine postnatale, la distribution des cellules 

microgliales dans le cortex est éparse et hétérogène comparé au cortex adulte, dans lequel la 

distribution des cellules microgliales est plus dense et homogène. Au cours du 

développement, l’augmentation de la densité microgliale dans le cortex traduit sa colonisation 

progressive par les cellules microgliales. Des souris transgéniques knock-in hétérozygotes 

exprimant l’eGFP sous le promoteur CX3CR1 spécifique de la microglie permettent 

d’identifier les cellules microgliales par fluorescence. Grâce à ces animaux, l’équipe a montré 

que jusqu’au 5ème jour postnatal, la microglie reste à la périphérie des tonneaux et est exclue 

des sites synaptiques, qu’elle commence à envahir seulement à partir de P6-7 (Fig. 3A, Fig. 

13 ; (Hoshiko et al., 2012)). Ce recrutement de la microglie au centre des tonneaux 

s'accompagne d’ailleurs d'un changement transitoire du phénotype microglial (Arnoux et al., 

2013). Chez les souris CX3CR1 KO, cette invasion des tonneaux est retardée de deux jours 

(Fig. 13). De manière surprenante, à P7, stade auquel les cellules microgliales n'ont pas 

encore colonisé le centre des tonneaux des animaux KO, leur densité globale dans la L4 n'est 

pas réduite comparé aux souris CX3CR1 hétérozygotes, ce qui sous-entend que l’absence de 

signalisation fractalkine/CX3CR1 affecte spécifiquement le recrutement des cellules 

microgliales aux sites de synapses en cours de maturation (Hoshiko et al., 2012). Ce 

recrutement retardé de la microglie au niveau des synapses thalamocorticales chez les souris 

CX3CR1 KO est associé à une maturation fonctionnelle retardée de ces synapses. En temps 

normal, vers la fin de la première semaine postnatale, comme nous l’avons vu précédemment, 

les proportions de récepteurs glutamatergiques AMPA et NMDA aux synapses 

thalamocorticales évoluent dans le sens d’une augmentation du ratio AMPA/NMDA, ainsi 

que par le changement d’expression des sous-unités des NMDARs (Crair and Malenka, 1995 ; 

Lu et al., 2001). Ces paramètres sont tous deux altérés chez les animaux CX3CR1 KO (Fig. 

3E, Fig. 13). Les cellules microgliales finissent par envahir les centres des tonneaux de ces 

animaux au cours de la deuxième semaine postnatale et les propriétés fonctionnelles des 

synapses thalamocorticales rattrapent leur retard de maturation (Hoshiko et al., 2012). Ces 

observations portent à croire que le recrutement de la microglie au niveau des synapses en 

maturation influence l'expression fonctionnelle des récepteurs synaptiques. L’identité du (des) 

véritable(s) mécanisme(s) par le(s)quel(s) les cellules microgliales régulent la maturation 

fonctionnelle des synapses thalamocorticales pendant le développement postnatal est encore 

inconnue. Il est intéressant de souligner qu’une altération de l’expression fonctionnelle des 

récepteurs AMPA et NMDA avait déjà été observée chez les souris déficientes en DAP12 
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Figure 13. L’absence de la signalisation neurone-microglie fractalkine/CX3CR1 retarde le 

recrutement de la microglie au sein des tonneaux, causant un retard maturation fonctionnelle 

de la synapse thalamocorticale excitatrice. (A) Schémas de l’organisation d’un tonneau et de la 

distribution des cellules microgliales de la couche IV du cortex somatosensoriel primaire au cours du 

développement postnatal. Les immunohistochimies de sections tangentielles à travers le champ de 

tonneaux permettent de visualiser la microglie exprimant la GFP (en vert) et les axones 

thalamocorticaux (anti-5HTT, en rouge) à P5, P7 et P9 chez les souris CX3CR1eGFP/+ contrôles et les 

CX3CR1eGFP/eGFP KO (B). Echelle : 100 µm. B, Schéma de la signalisation fractalkine/CX3CR1 et du 

modèle dans lequel CX3CR1 est éliminé par knock-in. (C) Traces représentatives des courants 

soutenus par les récepteurs AMPA (courants entrants enregistrés à -70 mV) et NMDA (sortants, à +40 

mV). (D) Comparaison de l’évolution des ratio AMPA/NMDA entre les première et deuxième 

semaine postnatales entre les CX3CR1eGFP/+ et les CX3CR1eGFP/eGFP (Adapté de (Hoshiko et al., 

2012)). 
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 (Roumier et al., 2004 ; Roumier et al., 2008). L’ensemble de ces observations suggère 

fortement qu’en plus de l’élagage synaptique, les cellules microgliales contribuent à la 

maturation des circuits synaptiques en exposant les neurones à des facteurs de signalisation 

qui régulent l'expression fonctionnelle des récepteurs glutamatergiques.  

Plusieurs molécules de signalisation libérées par la microglie pourraient influencer la 

maturation fonctionnelle des synapses en développement (voir la partie IV.3), notamment le 

facteur neurotrophique BDNF, connu pour son existence dans plusieurs types cellulaires (dont 

la microglie) et son implication dans la régulation du développement et de la plasticité 

synaptique (Chao, 2003). En utilisant des souris CX3CR1CreERT2 pour éliminer spécifiquement 

le BDNF dans la microglie, le groupe de Wenbiao Gan a démontré que le BDNF microglial 

induisait la formation de synapses corticales (Fig. 3C), contrôlait l'expression des protéines 

synaptiques – dont les sous-unités des AMPARs et NMDARs – et influençait les 

performances de souris adultes pendant l'apprentissage moteur et le conditionnement à la peur 

(Parkhurst et al., 2013). Bien que le BDNF microglial ne représente qu’une fraction infime du 

BDNF cérébral total, l'hypothèse sous-tend que les mécanismes dépendants de l'activité 

neuronal favoriseraient l'attraction des processus microgliaux vers les synapses impliquées 

dans une tâche d'apprentissage spécifique, permettant ainsi une libération locale du BDNF sur 

ces synapses ciblées. Il est donc intéressant de spéculer une implication du BDNF microglial 

dans la maturation fonctionnelle des synapses thalamocorticales pendant le développement du 

cortex somatosensoriel. La faible densité de cellules microgliales à ces stades de maturation 

synaptique peut cependant être en défaveur d'un rôle de la microglie par une libération locale 

de BDNF (mais aussi par élagage synaptique). Cependant, dans le cortex en champ de 

tonneaux, leur densité double en 2 jours au moment où commence la maturation fonctionnelle 

(Hoshiko et al., 2012) et bien que leur ramification soit moins développée à cet âge (Arnoux 

et al., 2013), elles sont dotées de la capacité de déplacer non seulement leurs prolongements 

mais aussi leur soma vers une source d'ATP (Arnoux and Audinat, 2015). Nous avons donc 

émis l’hypothèse que la libération locale de BDNF par la microglie pourrait être un 

mécanisme clé de la maturation excitatrice synaptique au cours du développement. 

Dans la mesure où le développement coordonné de l’inhibition feedforward résultant de 

l’activation des fibres thalamiques est un élément essentiel de la maturation fonctionnelle de 

la circuiterie thalamocorticale (Daw et al., 2007) et que la mise en place de cette inhibition 

est, elle aussi, régulée par le BDNF (Berghuis et al., 2004 ; Itami et al., 2007 ; Jiao et al., 
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2011 ; Sun et al., 2014 ; Xenos et al., 2017), nous avons également émis l’hypothèse que le 

BDNF microglial était aussi impliqué dans le développement de ce circuit disynaptique.  
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1. Présentation de l’article 

Un nombre croissant d’observations a mis en lumières diverses fonctions microgliales 

cruciales au développement physiologique du SNC (Mosser et al., 2017). Mon laboratoire a 

précédemment découvert que la microglie suit un profil d’invasion remarquablement 

stéréotypé lors de la colonisation du cortex en champ de tonneaux, et que cette entrée des 

cellules microgliales au centre des tonneaux où se trouvent les synapses en développement 

dépend de la signalisation fractalkine/CX3CR1. L’absence de cette voie de communication 

entre neurone et microglie retarde l’invasion des tonneaux de deux jours et de façon 

intéressante, est accompagnée d’un retard de maturation fonctionnelle des synapses 

thalamocorticales excitatrices (Hoshiko et al., 2012).  

La nécessité de la présence des cellules microgliales au niveau des synapses thalamocorticales 

en développement pour une maturation fonctionnelle adéquate a amené l’idée qu’elles 

contribuent à la maturation des circuits synaptiques de la couche 4 du cortex somatosensoriel 

primaire. Les mécanismes sous-tendant cette action microgliale sur le développement des 

synapses sont toutefois inconnus. Nous avons émis l’hypothèse que la microglie pourrait 

réguler le développement synaptique en exposant les neurones à des facteurs de signalisation 

libérés localement, et qui par exemple réguleraient l'expression fonctionnelle des récepteurs 

glutamatergiques.  

En outre, les interactions entre cellules microgliales et développement des réseaux inhibiteurs 

sont encore largement inconnues. L’établissement des circuits inhibiteurs est pourtant 

indispensable à la maturation fonctionnelle de la voie thalamocorticale (Daw et al., 2007). 

Dans cette étude, nous avons donc aussi exploré l’éventuelle contribution de la microglie à la 

maturation des synapses inhibitrices du cortex en champ de tonneaux.  

De nombreux candidats pourraient influencer la maturation fonctionnelle des synapses en 

développement. Il est établi que la mise en place des connexions glutamatergiques et 

GABAergiques corticales est dépendante du BDNF (Berghuis et al., 2014 ; Itami et al., 2007). 

Nous avons choisi dans cette étude d’étudier spécifiquement le cas du BDNF microglial, dont 

le rôle dans la formation de nouvelles synapses corticales chez l’adulte a récemment été établi 

(Parkhurst et al., 2013).  
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Abstract 

Microglial cells, the macrophages residing in the brain, are increasingly recognized to 

be essential players in the physiological development of the central nervous system, 

particularly by establishing direct contacts with synaptic elements. However, whether 

microglial cells modulate the functional properties of developing cortical synapses remains 

unclear. We investigated here how microglial cells influence the maturation of excitatory and 

inhibitory synapses of the input stage of the barrel cortex. We first observed that depletion of 

microglia during the first postnatal week impaired the functional maturation of monosynaptic 

excitatory and disynaptic inhibitory responses evoked in principal neurons of layer 4 by 

thalamic fiber stimulation. Microglial brain-derived neurotrophic factor (BDNF) has been 

shown previously to modulate excitatory and inhibitory synapses. We thus used 

CX3CR1CreERT2 mice to knockout specifically BDNF in microglia from the first postnatal 

week. This impaired thalamocortical excitatory and inhibitory synaptic responses during the 

second postnatal week in manner similar to that induced by microglia depletion. Both 

excitatory and inhibitory responses remained impaired in one-month-old knockout mice. 

Overall, our results indicate that microglial BDNF finely tunes the excitatory/inhibitory (E/I) 

balance in the developing neocortex. Since dysregulation of the cortical E/I balance during 

development has been implicated in psychiatric diseases, our study provides new insights into 

how microglia could contribute to these neurodevelopmental disorders. 
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2. Introduction 

Microglial cells are the innate immune cells of the central nervous system (CNS) and as 

macrophages they have been widely studied in diseased conditions. In the last decade, they 

have been shown to play key roles in the developing brain (Mosser et al., 2017), by promoting 

neuronal genesis (Shigemoto-Mogami et al., 2014) and survival (Ueno et al., 2013), removing 

dying progenitor or newly born cells (Cunningham et al., 2013 ; Marı́n-Teva et al., 2004 ; 

Wakselman et al., 2008), regulating axonal innervation (Kitayama et al., 2011 ; Pont-Lezica 

et al., 2014 ; Squarzoni et al., 2014), and also by promoting the formation of new spines 

(Miyamoto et al., 2016 ; Parkhurst et al., 2013) and by pruning synapses during phases of 

activity-dependent refinement of synaptic circuits (Paolicelli et al., 2011 ; Schafer et al., 

2012). Most of these studies investigated microglia contributions to the structural 

development of synapses, but we also provided indirect evidence that these immune cells 

regulate the functional maturation of cortical excitatory synapses (Hoshiko et al., 2012). 

During the first postnatal week, microglial cells are recruited at sites of maturating synapses 

in the mouse somatosensory barrel cortex by a mechanism involving the neuronal chemokine 

fractalkine and its microglial receptor CX3CR1. Deficiency in CX3CR1 delays microglia 

recruitment at maturating thalamocortical synapses and delays the functional maturation of 

postsynaptic glutamate receptors at these excitatory synapses (Hoshiko et al., 2012). It was 

not clear, however, whether the latter effect was a consequence of the former one. 

Besides the increasingly investigated interactions between microglia and developing 

excitatory synapses, little is known on the role of these immune cells on the maturation of 

inhibitory synapses. Yet, in the adult CNS chronic and acute mobilization of microglia 

regulates the activity of inhibitory synapses (Cantaut-Belarif et al., 2017 ; Chen et al., 2014 ; 

Coull et al., 2005). Moreover, perturbations of microglia during embryonic development 

affect the laminar distribution of inhibitory interneurons in the neocortex (Squarzoni et al., 

2014). Microglial cells are thus interacting with inhibitory neurons and could therefore 

influence the maturation of inhibitory synapses during development.  

The aim of the present study was thus to investigate whether and how microglial cells 

influence the functional development of excitatory and inhibitory synapses in the 

somatosensory cortex. In the barrel field of the cortex, ascending sensory input from the 

whisker pad enters the neocortical layer 4 through the lemniscal pathway (Petersen, 2007). 

The first barrel-like structures emerge at postnatal day 4 (P4) from the convergence of 
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thalamocortical (TC) axons conveying information from a single whisker to layer 4. TC axons 

then contact dendrites of layer 4 principal neurons (including mostly spiny stellate cells and 

some pyramidal and star pyramidal cells (Brecht and Sakmann, 2002 ; Staiger, 2004) whose 

somas translocate around P5 to the periphery of barrels. In parallel, a substantial increase in 

synaptic density occurs at TC synapses, with the modification in glutamatergic AMPA and 

NMDA receptors expression, leading to an increase in the AMPA/NMDA ratio (Inan and 

Crair, 2007 ; Lu et al., 2001). This is followed by thalamic recruitment of strong feedforward 

inhibition (Cruikshank et al., 2007). This latter is predominantly mediated by parvalbumin 

(PV)-expressing interneurons and regulates information processing in layer 4 by controlling 

spatial and temporal integration windows of thalamic inputs (Gabernet et al., 2005). The 

appropriate development of feedforward inhibition in layer 4 is consequently imperative for 

proper sensory processing.  

To assess whether the presence of microglia is necessary for the proper maturation of 

thalamocortical circuits, we first explored the consequences of microglia depletion at early 

postnatal days by intracerebral injections of cliposome-encapsulated clodronate. The absence 

of microglial cells affected the development of monosynaptic excitatory and disynaptic 

feedforward inhibitory synapses on layer 4 principal cells, indicating that the appropriate 

maturation of thalamocortical circuits requires microglia colonization of the barrel cortex 

during the first postnatal week. Considering previously demonstrated effects of microglial 

brain-derived neurotrophic factor (BDNF) on synaptogenesis in adult mice (Parkhurst et al., 

2013), we tested whether this growth factor was responsible for the effects of microglia on the 

maturation of thalamocortical circuits. Using CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox mice, we show that 

early knock out of microglial BDNF impairs both excitatory and inhibitory responses of layer 

4 neurons to thalamic stimulations during the second postnatal week and has long-term 

consequences on the functional properties of thalamocortical excitatory and inhibitory 

pathways that can be observed in one-month-old mice. 

3. Experimental procedures 

Mice 

All experiments followed guidelines of the European Union for the care and use of laboratory 

animals (Council directive 86/609EC) and were approved by the ethics committee of the 

University of Paris Descartes (registered numbers CEEA34.EA.027.11 and CEEA16-032). 

Experiments were performed on CX3CR1eGFP/+ mice of either sex, obtained by crossing 
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CX3CR1eGFP/eGFP (Jung et al., 2000) with wild-type C57BL/6J mice (Janvier). Conditional 

knockout of BDNF in microglia was obtained using CX3CR1CreER (Yona et al., 2013) and 

BDNFflox (Rios et al., 2001) mice. Specifically, we crossed CX3CR1CreER/CreER::BDNFlox/+ 

mice with CX3CR1+/+::BDNFlox/+ to obtain CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ (wildtype) or 

CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox (microglia BDNF knockout) littermates. To assess the efficiency 

of recombination, CX3CR1CreER/CreER were crossed with Rosa26floxSTOP-YFP and heterozygous 

P8 mice were used for immunohistochemistry. All transgenic mice were maintained on a 

C57/Bl6 background.  

Immunostainings 

CX3CR1eGFP/+ and CX3CR1CreER/+::Rosa26lox/+ were anesthetized and perfused transcardially 

first with phosphate buffer saline (PBS) then with 0.15 M phosphate buffer (PB), pH 7.4 

containing 4% paraformaldehyde (PFA). Brain were removed and kept overnight in 4% PFA 

at 4°C for fixation. After several washes in PBS, fifty-micrometer-thick coronal sections were 

preincubated for 1 h 30 at room temperature (RT) in PBS containing 4% Normal Goat Serum 

(NGS) (Sigma-Aldrich) and 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) and then for 48 h at 4°C with 

primary antibodies diluted in a 0.2% triton X-100 solution and 2% NGS. The following 

primary antibodies were used: the anti-EYFP (1:500, chicken polyclonal, Invitrogen), the 

microglia-specific marker Iba1 (1:1000, rabbit polyclonal, Wako Chemicals), the glutamate 

vesicular transporter guinea pig anti-VGluT2 (1:500, guinea pig polyclonal, Milipore), the 

astrocytic marker anti-glutamine synthetase (1:500, mouse polyclonal, Milipore), the neuronal 

marker anti-NeuN (1:1000, guinea pig polyclonal, Milipore). After washing, sections were 

incubated for 2 h at RT with secondary antibodies Alexa Fluor405 (anti-mouse IgG 1:250, 

Invitrogen), Alexa488 (anti-chicken IgG 1:250, Invitrogen), Alexa Fluor546 (anti-rabbit IgG 

1:250; Invitrogen), Alexa Fluor633 (anti-guinea pig IgG 1:250; Invitrogen), for 2 or 2.5 h in 

dark at room temperature. Sections were rinsed in PBS and mounted in Vectashield (Vector 

Laboratories) or Fluoromount-G (SouthernBiotech) for confocal microscopy (Zeiss LSM-

710). Images were analyzed in ImageJ (NIH). Z-projections from multiple imaging planes 

were generated. Microglia cell bodies were counted using Cell Counter ImageJ plugin. 

Colocalisation was determined by using Colocalisation Threshold method in ImageJ.  

In vivo manipulations 

For microglia depletion, unilateral intracerebral injections were performed on CX3CR1eGFP/+ 

neonates at P3 and P5 briefly anesthetized by hypothermia. Two µl of a solution containing 
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liposome-encapsulated clodronate (http://clodronateliposomes.org) or PBS-containing 

liposomes (vehicle) was slowly administered using a 25-gauge Hamilton syringe in the 

primary motor cortex. The time during which pups were separated from the dam for this 

procedure never exceeded 30 minutes. Depletion efficiency was assessed by 

immunohistochemistry at P8 and at P11. Control mice showed no detectable phenotype. 

To knock out BDNF in microglia, Cre expression was induced in control 

CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ and littermates CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox mice by daily 

intraperitoneal injections of 0.2 mg of 4-hydroxytamoxifen (Tocris Bio-science) as a solution 

in filtered corn oil from P3 to P5. Mice were analyzed starting at P7. To assess the 

recombination percentage, we performed similar 4-hydroxytamoxifen injections in 

CX3CR1+/CreER::Rosa26lox/+ and P8 mice were used for immunohistochemistry.  

Electrophysiology 

Slice preparation. Mice aged between 7 and 12 days or 30 and 35 days were anesthetized 

with isoflurane, decapitated and brains were gently and rapidly removed from the skull. 

Thalamocortical slices were cut using the method described by (Agmon and Connors, 1991) 

with a Leica VT1200 vibratome in an oxygenated (5% CO2 and 95% O2) ice-cold protective 

extracellular solution containing (in mM) for young animals (P7-12): 215 sucrose, 2.5 KCl, 

1.3 NaH2PO4, 25.9 NaHCO3, 20 D-glucose, 5 sodium pyruvate, 7 MgCl2, and 1 CaCl2 (pH 

7.3, 320 mOsm); and for older animals (P30-35): 93 NMDG, 2.5 KCl, 1.2 NaH2PO4, 30 

NaHCO3, 20 HEPES, 2 thiourea, 25 D-glucose, 5 sodium ascorbate, 3 sodium pyruvate, 10 

MgCl2, and 0.5 CaCl2 (pH 7.3, 315 mOsm). After cutting, slices of young animals were 

incubated for 30 min at 34°C in regular artificial cerebro-spinal fluid (aCSF; pH 7.3, 310 

mOsm) containing (in mM): 126 NaCl, 2.5 KCl, 26 NaHCO3, 1.25 NaH2PO4, 20 mM D-

glucose, 1 sodium pyruvate, 1 MgCl2, and 2 CaCl2. For older animals, slices were first 

incubated in the same protective NMDG-containing extracellular solution for 7 min at 34°C 

and then incubated at 34°C for 30 min in regular aCSF. The slices were then maintained at 

room temperature (RT, 23-24°C) for 0.5–5h oxygenated aCSF until the recordings. After the 

incubation, individual slices selected for best visibility of barrels in cortical layer 4 and 

presence of thalamocortical fibers were transferred to a recording chamber perfused with the 

same aCSF at 5 ml/min at RT, except for experiments aiming at analyzing thalamocortical 

feedforward inhibition that were performed at 33°C.  

Recordings, data acquisition and analysis. Layer 4 neurons were visualized using infrared 
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differential interference contrast microscopy. Whole-cell patch-clamp recordings were 

performed from layer 4 principal neurons and feedforward interneurons in current- and 

voltage-clamp mode. For voltage-clamp recordings pipettes (3-5 MΩ) contained (in mM): 125 

CsMeSO3, 10 HEPES, 10 EGTA, 8 TEA-Cl, 5 4-AP, 0.4 GTP-Na, 4 ATP-Na2, 1 CaCl2 and 1 

MgCl2 (pH 7.3, 290 mOsm). For current-clamp recordings and voltage-clamp responses 

evoked in interneurons, pipettes (3-5 MΩ) were filled with a solution containing in mM: 130 

K-Gluconate, 2 MgCl2, 10 HEPES, 0.4 Na+-GTP, 4 ATP-Na2, 10 Phosphocreatine disodium 

salt, 5 KCl, 0.5 EGTA (pH 7.3, 290 mOsm). Neurobiotin was included in the intracellular 

solution of some experiments to assess the typical morphology of layer 4 multipolar spiny 

stellate cells with high density of dendritic spines or feedforward interneurons with round 

soma, aspiny dendrites and arborization confined within one barrel most of the time. 

Recordings were performed using an Axopatch 200B amplifier (Molecular Devices). Currents 

were low-pass filtered at 5 kHz, collected at a 10 kHz frequency, and analyzed off-line using 

PClamp 10 (Molecular Devices) for voltage-clamp recordings, or using a custom written 

procedure in IGOR Pro 6.0 (Wavemetrics) for current-clamp recordings. All potentials were 

corrected for a junction potential of -10 mV. Series resistances (Rs) were not compensated but 

continuously monitored using a 10 mV hyperpolarizing pulse at the beginning of each sweep. 

Recordings were discarded if Rs increased by >20% during the whole experiment. 

Thalamocortical EPSCs and IPSCs were evoked at a frequency of 0.05 Hz using a stainless 

steel bipolar microelectrode (100 µm tip diameter, 250 µm intertip distance; Rhodes Medical 

Instruments) connected to a stimulus isolation unit (Iso-stim 01D; npi Electronic) and placed 

in the ventrobasal thalamus or in the internal capsule near the thalamus border. For 

AMPA/NMDA ratio measurements, the intensity of stimulation (0.1 ms at 0.05 Hz) was 

adjusted according to the protocol of minimal stimulation described in (Hoshiko et al., 2012). 

To evaluate the extent that thalamic stimulation recruits disynaptic feedforward inhibition 

onto stellate cells, we calculated the ratio of the peak amplitude of the GABAA receptor–

mediated IPSC measured at 0 mV to the peak amplitude of the AMPA receptor–mediated 

EPSC measured at −70 mV, which we refer to as the GABAA/AMPA ratio. The intensity of 

stimulation was first adjusted according the protocol of minimal stimulation (Hoshiko et al., 

2012) and then increased 1.5 times to ensure that we could recruit feedforward inhibition if it 

was present. If with the increased stimulation level we did not observe an inhibitory response 

at 0 mV, we recorded both responses at the minimal stimulation. The amplitude and time 

constants of EPSCs and IPSCs were quantified from the average of 15–30 consecutive 

responses. The membrane capacitance (C in pF) was estimated by fitting the exponential 
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decay of the current in response to the hyperpolarizing pulse and using the following 

equation: C = (τ(Rm+Rs))/((Rm*Rs)), with τ being the weighted tau and measured as τ = 

(A1*τ1+A2*τ2)/(A1+A2), Rm and Rs being the membrane and series resistances, respectively. 

To determine the paired-pulse ratio of TC EPSCs in feedforward interneurons, 50 Hz paired 

stimulations were evoked at -70 mV and the ratio of the second over the first EPSC was 

measured on the averaged response. In current clamp, to characterize basic membrane 

properties, a series of hyperpolarizing and depolarizing current steps were applied for 1 s in 

25-50 pA increments at 5 s intervals. The action potential threshold was determined for the 

first spike at the lowest level of depolarizing current required to evoke at least one spike. 

Measurements of action potential parameters were performed on the first action potential on 

the first sweep to reach the threshold. Experiments to measure the AMPA/NMDA ratio were 

performed in presence of the antagonist of GABAA receptors gabazine (SR 95531 

hydrobromide, 10 µM, Tocris). NMDA-R-mediated component of the evoked EPSC was 

recorded with AMPA-R antagonist 2,3-dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo[f]quinoxaline-

7-sulfonamide disodium salt (NBQX; 10 µM, Tocris or Hellobio) bath-applied.  

Statistics  

Data were analyzed and plotted using GraphPad Prism. Comparison of two groups of data 

was carried out with two-tailed unpaired Mann-Whitney test or Kolmogorov-Smirnov test to 

compare data distributions. To test statistical significance in between more than two groups of 

data, we used Kruskal Wallis test or Sidak's multiple comparisons test. P < 0.05 was 

considered statistically significant. Statistical data are showed as mean ± SEM or whisker box 

plots (shoulders of the boxes indicate 25–75% intervals, whiskers indicate min to max, 

median line of the data is presented within the box, and mean is depicted by the red or blue 

bar). All graphs are made with CorelDRAW. Throughout the text n refers to the number of 

cells and N to the number of animals. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001 

4. Results 

Early microglia depletion impairs functional maturation of thalamocortical excitatory 

and inhibitory pathways  

Using the constitutive CX3CR1 knock-out model, we previously showed a correlation 

between the recruitment of microglia at sites of maturating thalamocortical synapses (i.e. the 

barrel centers) at the end of the first postnatal week and the functional maturation of these 
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synapses (Hoshiko et al., 2012). To test directly that the presence of microglia influences the 

maturation of functional properties of thalamocortical synapses, we depleted microglial cells 

during early postnatal development by injecting liposomes containing the toxin clodronate, or 

PBS as control, in the primary motor cortex at P3 and P5, of CX3CR1eGFP/+ mice (Fig. I.1A). 

Liposomes are phagocytosed by microglial cells that rapidly die by clodronate-induced 

apoptosis (Buiting and Rooijen, 1994), leading to a depletion of 50 to 80% of microglial cells 

in the somatosensory cortex at P8 (Fig. I.1B and Fig. I.1D). Repopulation of cortical layers 

occurred slowly, and depletion was still significant at P10-11 (Fig. I.1C and Fig. I.1E). 

Using GFAP immunostaining, we did not observe astrogliosis in the cortex at P8 after 

injections of clodronate-liposomes (data not shown). To examine how microglial cells 

influence the establishment of thalamocortical networks required for the integration of 

sensory signals from the whiskers, we recorded postsynaptic currents evoked in layer 4 

principal excitatory cells by minimal stimulation of thalamocortical afferents (Fig. I.2A, see 

Experimental Procedures). 

The peak amplitude of the fast AMPAR-mediated and of the slow NMDAR-mediated 

components of the EPSCs was measured at holding potentials of -70mV and +40 mV, 

respectively. The proportion of glutamate AMPA and NMDA receptors at these synapses 

changes over the first postnatal week, leading to an increase of the AMPA/NMDA ratio 

(2001) (Inan and Crair, 2007). We found that the AMPA/NMDA ratio at P9-12 was 

significantly lower in clodronate-treated mice than in PBS-treated animals (Fig. I.2). This 

observation is in keeping with our previous results obtained with CX3CR1 knockout mice 

(Hoshiko et al., 2012) and indicates that the presence of microglia in the barrel cortex 

promotes the maturation excitatory thalamocortical synapses onto principal neurons. We then 

investigated whether depleting microglia also perturbed the development of thalamocortical 

feedforward inhibition (Fig. I.2D). Fast-spiking GABAergic interneurons, which are the main 

contributors of this disynaptic circuits, are present in layer 4 by P3 but are not recruited by 

thalamocortical stimulation, and thus not integrated into the network, before the second 

postnatal week (Daw et al., 2007). We confirmed this relatively late development of 

feedforward inhibition by quantifying the GABAA/AMPA ratio (see Experimental 

Procedures) of thalamocortical responses in principal neurons (Suppl. Fig. I.1). In the barrel 

cortex of microglia-depleted animals, we observed an impaired development of 

GABAA/AMPA ratio at P9-12, which remained low compared to that of PBS-treated animals 

(Fig. I.2E-F), with values comparable to that of one-week old animals (see Suppl. Fig. I.S.1). 
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Notably, half of the cells (n=10/19) from microglia-depleted mice at P9-12 did not receive a 

feedforward IPSC (GABAA/AMPA ratio = 0; see Fig. I.2F), a phenomenon that was rarely 

observed in control mice at this age (n=1/13). Overall, our results demonstrate that the 

presence of microglial cells is required for the appropriate maturation of thalamocortical 

circuits.  

 

Figure I.1. Early microglia depletion using liposome-encapsulated clodronate. A, Schematic 

representation of the strategy to deplete microglia using clodronate-liposome. Liposomes containing 

clodronate or PBS were injected in the primary motor cortex (M1) of pups at P3 and P5. After 

injection, liposomes are ingested and digested by microglial cells, and the intracellular release of 

clodronate induces apoptosis in these cells. Electrophysiological recordings were performed between 
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P7 to P12. B, C, Confocal images of coronal sections showing the thalamocortical axons (red, anti-

VGlut2) and the fluorescent microglia (green) of the barrel cortex of P8 (B) and P11 (C) 

CX3CR1eGFP/+ littermates injected with PBS-liposomes (upper row) or with clodronate-liposomes 

(lower row). Scale bar: 200 µm. D, Comparison of microglial cell density in P8 PBS-liposome-

injected (black) and clodronate-liposome-injected (red) mice (F (1, 52) = 30.06, p < 0.0001, PBS-

liposomes: 34 slices, 4 N =, clodronate-liposome: 20 slices, 4 N =, Sidak's multiple comparisons test). 

E, Same as D at P10-11 (F (1, 27) = 20.42, p = 0.0001, PBS-liposomes: 13 slices, N = 5, clodronate-

liposome: 17 slices, N = 7, Sidak's multiple comparisons test). 

 

Figure I.2. Microglia depletion impairs the functional maturation of monosynaptic excitatory 

and disynaptic feedforward inhibitory thalamocortical pathways. A, Scheme of the recording 

configuration. The stimulating electrode is placed on the ventrobasal thalamus (VB) to activate 

thalamocortical fibers and elicit a monosynaptic excitatory response in layer 4 principal cells (PC). B, 

Voltage-clamp recordings of AMPAR- and NMDAR-mediated thalamocortical EPSCs (average of 15 

traces) from layer 4 neurons of P9 mice injected with PBS- (black) or clodronate-(red) liposomes. C, 

Box-and-whisker/scatter plots of the AMPA/NMDA ratios at P9-11 for clodronate- and PBS-
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liposome-treated CX3CR1eGFP/+ littermates (Two-tailed Mann-Whitney U, p = 0.0009, PBS-liposome: 

N = 4, n = 16, median = 0.7257; Clodronate-liposome: N = 5, n = 16, median = 0.3978). D, Scheme of 

the recording configuration to elicit a monosynaptic excitatory response and disynaptic feedforward 

inhibition in layer 4 principal neurons (IN: interneuron). E, Thalamocortical-evoked EPSC (at -70mV) 

and IPSC (at 0mV) in layer 4 neurons from P10 PBS- (black) and P9 clodronate- (red) liposome-

injected mice (average traces from at 20 sweeps). F, Box-and-whisker/scatter plots of the 

GABAA/AMPA ratios at P9-11 for clodronate- and PBS-liposome-treated CX3CR1eGFP/+ littermates 

(Two-tailed Mann-Whitney U, p = 0.002, PBS-liposome: N = 5, n = 13 cells, median = 1.86; 

Clodronate-liposome: N = 8, n = 19, median = 0.63). 

Microglial BDNF is required for the functional maturation of thalamocortical excitatory 

and inhibitory synapses  

We next wondered how microglial cells could exert this effect leading to the proper 

maturation of excitatory and inhibitory circuitry. A plausible hypothesis was that microglial 

cells invading the barrels locally release some messengers necessary for synaptic maturation. 

The brain-derived neurotrophic factor (BDNF) has been identified as a key modulator for 

maturation of dendritic arborizations and spine density maintenance in the barrel cortex (Sun 

et al., 2014) and during the last decade, several studies have proposed that microglial cells 

control synaptic activity, neuronal excitability and spine formation through the release of 

BDNF (Coull et al., 2005 ; Parkhurst et al., 2013 ; Trang et al., 2009 ; Ulmann et al., 2008). 

We therefore produced CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox mice (and CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ as 

controls, see Experimental Procedures) to knockout BDNF in microglia. Recombination was 

selectively induced in microglia by tamoxifen injections from P3 (Fig. I.3A-E). Testing 

monosynaptic excitatory responses at P10-12 showed that the AMPA/NMDA ratio was lower 

in microglial BDNF knockout mice than in wildtype littermates (Fig. I.2F-G), with values 

comparable to those of P5-7 wildtype animals (Hoshiko et al., 2012). Interestingly, 

feedforward inhibition was also impaired in microglia BDNF knockout mice (Fig. I.3F-G), 

with values of GABAA/AMPA ratio near those of one-week old animals (Suppl. Fig. I.S.1), 

and several cells (n=6/17) with a null ratio, i.e. no evoked IPSC. This strongly suggests that 

BDNF is one of microglial mediators influencing the functional maturation of thalamocortical 

synaptic networks in the barrel cortex.  

Long term consequences of early postnatal manipulation of microglia on functional 

properties of thalamocortical pathways  

We next studied whether functional deficits induced by early microglia manipulation (i.e. 

depletion or BDNF knockout) were lasting through adulthood. We recorded thalamocortical 
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Figure I.3. BDNF deficiency in microglia impairs the functional maturation of thalamocortical 

excitatory and feedforward inhibitory pathways onto layer 4 principal neurons. A, Genetic 

strategy to deplete selectively BDNF in microglia. Cre-mediated recombination only occurs in cells 

expressing CX3CR1, e.g. microglial cells. Right panel: timeline of the protocol for the induction of 

Cre expression. Three consecutive intraperitoneal injections of 0,2 mg hydroxytamoxifen were 

administered at P3, P4 and P5. Electrophysiological were performed 3 to 7 days after the last injection. 

B, C, Merge confocal images of coronal sections through layer 4 showing Cre-driven-YFP expression 

in microglia (green, anti-GFP) and neuron (C, red, anti-NeuN) or astrocytes (D, blue, anti-GS) of the 
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barrel field. D-F, Confocal images of coronal sections through layer 4 showing microglia labelled by 

Iba1 (red, anti-Iba1, D) and Cre-driven-YFP expression (green, anti-GFP, E) of the barrel field of P8 

CX3CR1CreER/+::RosaYFPlox/+ mice. The merge image in F illustrates the selectivity of the transgene 

expression in Iba1 positive microglia. We verified that there was no expression of YFP in mice non-

injected with hydroxytamoxifen (data not shown). Scale bar: 200 µm. G, Voltage-clamp recordings of 

AMPAR- and NMDAR-mediated thalamocortical EPSCs (average of 20 traces) from layer 4 neurons 

of P11 CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ (black) and P11 CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox (green) mice. Inset on 

the left: scheme of the recording configuration. H, Box-and-whisker/scatter plots of the 

AMPA/NMDA ratios at P9-11 for CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ and CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox 

littermates (Two-tailed Mann-Whitney U, p = 0.008, CX3CR1CreER/+::BDNF+/+: N = 8, n = 18, median 

= 0.57; CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox: N = 10, n = 21, median = 0.31). I, Thalamocortical-evoked EPSC 

at -70 mV and thalamocortical-evoked IPSCs at 0mV (average traces from 20 sweeps) in layer 4 

neurons of CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ (black) and P10 CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox (green) mice. Inset 

on the left: scheme of the recording configuration. J, Box-and-whisker/scatter plots of the 

GABAA/AMPA peak amplitude ratios at P9-11 for CX3CR1CreER/+::BDNF+/+and 

CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox littermates (Two-tailed Mann-Whitney U, p = 0.0008, 

CX3CR1CreER/+::BDNF+/+: N = 7, n = 19, median = 3.61; CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox: N = 7, n = 17, 

median = 0.83). 

EPSCs evoked in layer 4 principal cells in young adult mice at P30-35. Surprisingly, we 

found that the AMPA/NMDA ratio at thalamocortical monosynaptic connections strongly 

decreased at this stage of development in our two groups of control wildtype mice, i.e. 

CX3CR1eGFP/+ treated with PBS-liposomes and CX3CR1CreER/+::BDNF+/+animals compared to 

P10-12 (Suppl. Fig. I.S.2A). To our knowledge, this has never been reported in the literature. 

We therefore performed additional recordings in thalamocortical slices of P30 wildtype mice 

purchased from Janvier to verify that this synaptic property did not depend on our breeding 

strategy or housing conditions. We observed that values of AMPA/NMDA ratio did not differ 

in these new wildtype mice compared to the two other control groups of animals (Suppl. Fig. 

I.S.2B), demonstrating that the proportion of AMPA and NMDA receptors reverses again 

after the closure of the critical period (Bannister, 2005 ; Lu et al., 2001). Microglia depletion 

at early stages induces a default of maturation at the end of the first postnatal week (Fig. I.2). 

However, when we tested these animals at P30-35 we observed that the AMPA/NMDA ratio 

of thalamocortical excitatory responses did not differ from that of control mice (Fig I.4), 

suggesting that transient microglial depletion followed by repopulation only delays the 

maturation of the thalamocortical network (but see discussion). 

In marked contrast, knocking out BDNF in microglia from P3-P5 induced long lasting 

impairment of thalamocortical monosynaptic excitation, with AMPA/NMDA ratios higher 

than those of control littermates (Fig. I.4). Of note, the AMPA/NMDA ratio of microglia 
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Figure I.4. Long term effects of early 

microglia manipulations. A, C, Average traces 

of AMPAR- and NMDAR-mediated 

thalamocortical EPSCs from layer 4 neurons of 

A, P31 PBS-liposome-injected (black) and P34 

clodronate-liposome-injected (red) mice, and C, 

P31 CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ (black) and P34 

CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox (green) mice. B, D, 

AMPA/NMDA ratio at P30-35 of A, clodronate-

liposome-treated and PBS-liposome-treated 

CX3CR1+/eGFP mice (Two-tailed Mann-Whitney 

U, p = 0.68, PBS-liposome: N = 10, n = 16, 

median = 0.43; Clodronate-liposome: N = 5, n = 

12, median = 0.38) and D,  

CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ and 

CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox mice (Two-tailed 

Mann-Whitney Whitney U, p = 0.016, 

CX3CR1CreER/+::BDNF+/+: N = 12, n = cells, 

median = 0.29; CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox: N = 

10, n = 20, median = 0.50). E, Average traces of 

a thalamocortical EPSC at -70 mV and a 

thalamocortical-evoked IPSCs at 0mV in layer 4 

neurons of P30 CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ (black) 

and P31 CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox (green) 

mice. F, GABAA/AMPA ratio at P30-35 between 

CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ and 

CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox mice (Two-tailed 

Mann-Whitney Whitney U, p = 0.025, 

CX3CR1CreER/+::BDNF+/+: N = 5, n = 16, median 

= 6.97; CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox: N = 6, n = 



 

 

 

 

106 

BDNF knockout mice did not differ between P9-12 and P30-35 animals (Mann-Whitney U 

test, p=0.11) Thus, in wildtype animals the AMPA/NMDA ratio starts low to increase 

between P5 and P10-12 and decreases again before the end of the first postnatal month, 

whereas in microglia BDNF knockout mice the AMPA/NMDA ratio remains low throughout 

development. Disynaptic feedforward inhibition was also impaired in microglia BDNF 

knockout mice at P30-35 (Fig. I.4E-F). However, the GABAA/AMPA ratio was higher than 

in wildtype littermates (Fig. I.4) whereas it was lower at P9-12 (Fig. I.3), suggesting the 

occurrence of compensatory mechanisms in the feedforward inhibition pathway after P12 in 

the absence of microglial BDNF. 

5. Discussion 

Our data indicate that reciprocal interactions between neurons and microglial cells control 

thefunctional maturation of the thalamocortical network, and that BDNF is one of the 

microglial mediators influencing the functional maturation of both excitatory and inhibitory 

thalamocortical synapses.  

Microglia presence at thalamocortical synapses is required at the end of the first 

postnatal week 

We previously showed that the recruitment of microglia and the maturation of thalamocortical 

excitatory synapses in the barrel centers are delayed in CX3CR1 knockout mice (Hoshiko et 

al.). Together with observations showing that microglial cells from CX3CR1 knockout mice 

have a slower chimiotaxism (Arnoux and Audinat, 2015 ; Liang et al., 2009), this correlation 

suggested that the recruitment of microglia at developing thalamocortical synapses is 

regulated by fractalkine signaling and is necessary for the timely maturation of these 

synapses. However, other characteristics of CX3CR1 knockout microglia than a slower 

recruitment could have also an impact on the maturation of synapses (e.g. higher IL-1β 

production; see (Rogers et al., 2011). We therefore aimed at testing more directly a possible 

causal relationship between the presence of microglia in the barrel centers and the maturation 

of thalamocortical synapses. Depletion experiments with clodronate-liposomes during the first 

postnatal week clearly support the existence of such a link. As with other approaches (Elmore 

et al., 2014 ; Squarzoni et al., 2014), the depletion was only transient but the repopulation was 

relatively slow, allowing us to test the maturation state of thalamocortical synapses during the 

second postnatal week, before the full re-colonization of the barrels, which in our 

experimental setting occurs around P14 (not shown but see (Nelson and Lenz, 2017 ; 



 

 

 

 

107 

VanRyzin et al., 2016). We observed that both the monosynaptic excitatory and the disynaptic 

inhibitory pathways were under-developed in the absence of microglia, indicating that the 

presence of these immune cells is required for the normal development of thalamocortical 

synaptic circuits.  

Developmental evolution of thalamocortical excitatory synapse properties 

In the case of the direct excitatory connection, we also wanted to test whether this impairment 

was transient and thus whether AMPA/NMDA ratio would reach control levels upon 

repopulation of the barrels by microglia. Surprisingly, however, the AMPA/NMDA ratio of 

thalamocortical synapses of all groups of adult control animals was lower than that observed 

at P9-12 during normal development. Thus, the normal development of the AMPA/NMDA 

ratio follows a bell-shaped curve, with low values during the first postnatal week and during 

adulthood, and a peak during the second postnatal week (Hoshiko et al., 2012 ; Lu et al., 

2001). To our knowledge, there is no other study reporting on the value of AMPA/NMDA 

ratio at this synapse at P30 or more. The oldest stage explored in previous studies is P21 with 

AMPA/NMDA ratio that did not differ from that of the second postnatal week (Chung et al., 

2017 ; Harlow et al., 2010). Thus, the transition toward lower values would occur after 

weaning and further studies are needed to explore whether this change corresponds to a re-

opening of the critical window for LTP induction (Isaac et al., 1997). Regarding the 

development of the AMPA/NMDA ratio after a transient postnatal depletion of microglia, we 

observed low values that did not differ from those of control animals. Further experiments 

during the third postnatal week are therefore needed to test whether the late arrival of 

microglial cells after depletion induces a peak in AMPA/NMDA ratio before the decrease 

occurring after weaning or whether the ratio remains low throughout development despite 

microglia repopulation. In any case, it is worth noting that early postnatal microglia depletion 

with clodronate liposomes has been shown to have long term effects on the behavior of adult 

rats (Nelson and Lenz, 2017 ; VanRyzin et al., 2016).  

BDNF released from microglia is required for the maturation of thalamocortical 

networks 

Our results with microglial BDNF knockout mice strongly suggest that this growth factor is a 

critical microglial mediator contributing to the development of thalamocortical circuits. 

BDNF was known to regulate the development of thalamocortical synapses (Itami et al., 2003 
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; Yamamoto and Hanamura, 2005) and of cortical inhibitory circuits (Berghuis et al., 2004 ; 

Huang et al., 1999 ; Itami et al., 2007 ; Jiao et al., 2011 ; Marty et al., 1997 ; Sun et al., 2014 ; 

Xenos et al., 2017). Although microglial cells had never been proposed as the source of 

BDNF that promotes the maturation of cortical synapses during early postnatal development, 

microglial BDNF is known to regulate the polarity of GABAergic synaptic transmission in the 

spinal cord in models of neuropathic pain (Coull et al., 2005 ; Hildebrand et al., 2016 ; 

Ulmann et al., 2008) and to favour the formation of new spines in the cortex during motor 

learning task (Parkhurst et al., 2013). Controversy regarding the expression of BDNF by 

microglia arose though from recent transcriptome analysis that failed to detect BDNF mRNAs 

from purified microglial cells (Bennett et al., 2016 ; Butovsky et al., 2014 ; E. Hirbec et al., 

2017 ; Hickman et al., 2013). An explanation for this discrepancy between transcriptomics 

and functional analyses could be that the process through which microglial cells are purified 

changes the expression level of some mRNAs and thus would prevent the detection of BDNF 

mRNAs, which are certainly at low level. In line with this hypothesis, RiboTag strategy to 

analyze the translatome of microglia clearly showed that isolation of microglial cells changes 

their expression profile (Haimon et al., 2018 ; Kang et al., 2017) and preliminary data arising 

from one of these studies indicates a low level of BDNF expression in microglia in different 

physiopathological conditions (Kang et al., 2017; see 

https://microglia.shinyapps.io/Shiny_RiboTag/). Alternatively, a possible drawback of our 

analysis could be a lack of specificity of the Cre/lox approach. However, in line with a recent 

study of these mice (Haimon et al., 2018), the control experiments performed on 

CX3CR1CreER/+::Rosa26lox/+ mice did show a high specificity of the reporter expression in 

microglia. Moreover, the phenotype that we observed in these knockout mice for microglial 

BDNF is similar to that of microglia depleted animals. In both cases, we observed a lower 

AMPA/NMDA ratio and a lower GABAA/AMPA ratio in responses to thalamic fiber 

stimulation during the second postnatal week. Therefore, although we have not been able to 

measure directly BDNF proteins or mRNAs in developing microglia, it is very likely that the 

phenotype we observed in CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox mice is due to the disruption of BDNF 

expression in microglia. 

Microglia as the main source of BDNF maturating thalamocortical synapses 

Our observation of a lower AMPA/NMDA ratio at thalamocortical synapses onto layer 4 

neurons microglia BDNF knockout mice at P10-12 is in line with the study of Itami and co-

workers that showed that BDNF unmasks silent thalamocortical synapses in the barrel cortex 

https://microglia.shinyapps.io/Shiny_RiboTag/
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during postnatal development (Itami et al., 2003). Specifically, these authors demonstrated 

that synapses with NMDA receptors but no AMPA receptors (i.e. so-called silent synapses) 

were prominent in BDNF knockout mice from P3 to P12. Silent synapses represent the 

extreme case of synapses with low AMPA/NMDA ratio and our data indicate that these 

effects observed with a general knockout mouse were reproduced in a microglia-specific 

BDNF knockout. Interestingly, we also observed that the AMPA/NMDA ratio did not change 

between P10-12 and P30-35 microglial cells knockout for BDNF. This is in marked contrast 

with the striking decrease of this ratio in wildtype mice during this range of development, 

which leads to a paradoxical situation in adult animals with AMPA/NMDA ratio larger in 

microglia BDNF knockout than in wildtype mice. These observations also suggest that there 

are no other sources of BDNF than microglia that can drive the maturation of the 

AMPA/NMDA ratio at thalamocortical synapses.  

Regarding the development of the thalamocortical feedforward inhibition, we observed a 

similar impairment of the GABAA/AMPA ratio in P10-12 mice either microglia depleted or 

knockout for BDNF. This indicates that microglia BDNF regulates the maturation of this 

disynaptic circuit but the site at which this regulation occurs remains to be identified. In 

theory, microglial BDNF could act by boosting thalamocortical excitation of fast-spiking 

interneurons, which are the main type of interneurons responsible for the thalamocortical 

feedforward inhibition (Koelbl et al., 2015 ; Rudy et al., 2011), by increasing the excitability 

of these interneurons, or by enhancing GABAergic transmission between fast-spiking 

interneurons and principal neurons of the barrels. To our knowledge, there has been no study 

of BDNF effect on synapses between thalamic fibers and fast-spiking interneurons in the 

cortex but BDNF contributes to the maturation of intrinsic properties of fast-spiking 

interneurons of the barrel cortex after the second postnatal week (Itami et al., 2007). 

Moreover, the activity-dependent expression of BDNF drives the maturation of perisomatic 

inhibition provided by parvalbumin-expressing fast-spiking interneurons onto spiny stellate 

cells of the barrel cortex (Jiao et al., 2011). The authors showed that in mice knockout for the 

BDNF promoter IV, which is largely responsible for the activity-dependent expression of 

BDNF in the cortex, the excitatory/inhibitory (E/I) balance was impaired as a consequence of 

lower inhibitory perisomatic inputs provided by parvalbumin fast-spiking neurons. Although 

they used local stimulations to study the E/I balance, it is very likely that thalamocortical 

feedforward inhibition, which relies mostly on fast-spiking neurons, would have been 

impaired in these mice. If true, our results showing that microglial BDNF contributes to the 
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maturation of thalamocortical feedforward inhibition may therefore suggest that this action of 

microglial BDNF is activity-regulated. However, activity-dependent regulation of 

feedforward inhibition at early stages of the establishment of inhibition in the barrel cortex 

has been also shown to occur independently of a direct modulation of inhibitory synapses but 

through the modulation of the thalamic drive of fast-spiking neurons and of postsynaptic 

excitatory responses of spiny stellate cells (Chittajallu and Isaac, 2010). Feedforward 

inhibition is therefore tightly controlled by activity at different levels of the di-synaptic 

circuits. This may explain why the GABAA/AMPA ratio, which is lower at P10-12 in 

microglia BDNF knockout than in wildtype mice, become larger in mutant than in wildtype 

mice at P30-35. The absence of microglial BDNF that leads to an impaired E/I balance during 

the second postnatal week may trigger compensatory mechanisms that promotes a secondary 

increase of the thalamocortical disynaptic inhibitory drive in the barrels. Additional 

experiments will be necessary to dissect out the mechanisms by which microglial BDNF 

controls this inhibitory circuits and how this interferes with other modulatory pathways of this 

important circuit for cortical sensory integration. 

In conclusion, our results show that microglial BDNF is an important mediator of the 

functional maturation of thalamocortical circuits and of the adjustment of the E/I balance 

during the postnatal development of the barrel cortex. 
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Supplementary figures 

 

Supplementary figure I.S.1. Development of thalamocortical feedforward inhibition onto layer 4 

principal neurons of the barrel cortex. A, Thalamocortical-evoked EPSCs at -70 mV, and 

thalamocortical-evoked IPSCs at 0mV, from three stellate cells at different developmental stages. The 

voltage-clamp traces are from a stellate cell at P7 that displayed no feedforward inhibition 

(GABAA/AMPA ratio = 0), one at P9 with a GABAA/AMPA ratio of 0.7 and one at P10 with a 

GABAA/AMPA ratio of 3.1). B, Box-and-whisker/scatter plots of the amount of feedforward 

inhibition calculated as the GABAA/AMPA peak amplitude ratio during postnatal development for all 

individual stellate cells recorded and binned for P7–P8, P9 and P10–12 age groups (Kruskal-Wallis 

statistic: 9.145, p = 0.010, P8: n = 8, P9: n = 14, P10-12: n = 14, Dunn's multiple comparisons test). 
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Supplementary figure I.S.2. Evolution of the AMPA/NMDA ratio at thalamocortical synapses 

during physiological development. A, Box-and-whisker/scatter plots of AMPA/NMDA ratios at P9-

12 and P30-35 within control groups PBS-liposomes CX3CR1+/eGFP (Two-tailed Mann-Whitney U, p 

= 0.002, P9-12: N = 4, n = 16, median = 0.73; P30-35: N = 10, n = 16, median = 0.45) and 

CX3CR1+/CreER:BDNF+/+ (Two-tailed Mann-Whitney U, p = 0.001, P9-12: N = 8, n = 18, median = 

0.57; P30-35: N = 12, n = 23, median = 0.30). B, Box-and-whisker/scatter plots of AMPA/NMDA 

ratios at P30-35 within control groups PBS-liposomes CX3CR1+/eGFP, CX3CR1+/CreER:BDNF+/+ and 

WT purchased from Janvier (Kruskal-Wallis statistic: 1.990, p = 0.37, PBS-liposome: 10 animals, 16 

cells; CX3CR1+/CreER:BDNF+/+: N = 12, n = 23, Janvier WT: N = 3, n = 6, Dunn's multiple 

comparisons test). 
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1. Présentation de l’article 

 

L'activation du système immunitaire maternel pendant la grossesse est aujourd’hui 

bien établie comme facteur de risque de développer des maladies neuropsychiatriques chez la 

descendance, mais les mécanismes sous-jacents menant à l’altération des fonctions cérébrales, 

en particulier de la neurotransmission inhibitrice, sont inconnus.  

Etant données leurs fonctions fondamentales dans le développement adéquat du SNC, les 

cellules microgliales apparaissent comme des candidats idéaux pour le rôle d’intermédiaire 

entre MIA et dysfonctionnements neurologiques. Un nombre croissant de découvertes indique 

une corrélation entre pathologies neuropsychiatriques et fonctionnement de la transmission 

GABAergique (Schmidt and Mirnics, 2014). Cependant, très peu de travaux ont étudié la 

contribution des cellules microgliales à la régulation de l'activité inhibitrice. La microglie 

activée peut déplacer les terminaisons présynaptiques de GABAergique chez l'adulte, ce qui 

entraîne une hausse de l'activité synchronisée et conduit à l'expression de protéines anti-

apoptotiques (Chen et al., 2014). Elle a également été impliquée dans la régulation du 

développement synaptique glycinergique dans la moelle épinière via une signalisation 

impliquant la prostaglandine E2 (Cantaut-Belarif et al., 2017). Enfin, il a été montré que 

perturber l’activité microgliale durant le développement embryonnaire provoque une entrée 

prématurée des précurseurs d’interneurones PV dans la plaque corticale (Squarzoni et al., 

2014). 

Nous nous sommes donc intéressés aux conséquences postnatales sur l’inhibition de deux 

types de perturbations microgliales embryonnaires : l’induction d’une MIA par injection de 

LPS et l’élimination de cellules microgliales par injection d’un anticorps anti-CSF1-R. Nous 

avons combiné analyses anatomiques et physiologiques en étudiant d’une part la distribution 

et la densité des interneurones corticaux, et d’autre part leur connectivité fonctionnelle.  
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Abstract 

Prenatal inflammation is a risk factor for the development of neuropsychiatric diseases. 

Animal models of maternal immune activation (MIA) and transient prenatal absence of 

microglia affects the number of cortical parvalbumin-positive (PV) inhibitory interneurons, 

which are instrumental in setting up functional properties of the cortical network and are key 

actors in neuropsychiatric diseases. However, whether immune challenges change functional 

development of PV neuron wiring remains unknown. Here, we show that MIA and transient 

embryonic microglia depletion induce a transient increase in the number of PV cells during 

postnatal development of the mouse somatosensory cortex. This is accompanied by an 

increase in the strength of unitary connections made by PV interneurons onto layer 4 principal 

neurons and by aberrant horizontal inhibition across cortical columns. In vivo, these changes 

result in a decreased lateral propagation of sensory inputs within the somatosensory cortex. 

These unexpected developmental impacts on the functional organization of PV inhibitory 

circuits provide novel insights onto how microglia dysfunction or immune risks lead to 

pathological brain wiring. 
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2. Introduction 

Prenatal inflammation and dysfunction of microglia, the brain resident macrophages, have 

both been associated with the etiology of several neuropsychiatric disorders, including 

schizophrenia (SZ) and autism spectrum disorders (ASD) (Beumer et al., 2012 ; Choi et al., 

2016 ; Hanamsagar and Bilbo, 2017 ; Mattei et al., 2017 ; Patterson, 2011). The implication 

of microglia in mediating the consequences of maternal immune activation (MIA) remains, 

however, controversial (Smolders et al., 2018) and, moreover, the mechanisms through which 

an immune challenge and microglia mobilization in utero could lead to such developmental 

disorders remain poorly understood. Microglia invade the brain during mid-embryogenesis 

and could thus exert prenatal and perinatal roles during normal and pathological brain wiring 

(Mosser et al., 2017 ; Thion and Garel, 2017). Particularly, microglia have been shown to 

modulate the early development and subsequent laminar positioning of inhibitory fast spiking 

(FS) Parvalbumin-expressing (PV) interneurons in the murine somatosensory cortex 

(Squarzoni et al., 2014). These inhibitory interneurons play important roles in the plasticity 

and functional maturation of the neocortical network during development (Butt et al., 2017 ; 

Hensch, 2005) and increasing evidence points toward dysfunctional networks of PV 

interneurons in neurodevelopmental psychiatric disorders (Nelson and Valakh, 2015). 

Interestingly, a reduced functional GABAergic transmission from PV neurons has been 

reported in the mouse cortex of adult offspring after MIA (Canetta et al., 2016). However, the 

involvement of microglia in this effect has not been explored nor the potential consequences 

of early microglia deficits and immune challenges on the developmental trajectory of PV 

networks. Here, by combining experimental approaches, we show that transient early 

microglia depletion and prenatal inflammation lead to a profound miswiring of PV 

interneurons in layer 4 of the postnatal barrel cortex. These observations reveal a novel impact 

of immune challenges on cortical wiring with importance for understanding the etiology of 

neurodevelopmental disorders and designing effective interventional therapies.  

3. Experimental procedures 

Mice 

Mice were housed at the “Institut de Biologie de l’ENS” (IBENS) and at the “Centre 

universitaire des Saints Pères” of Paris Descartes University, Paris, France. These mice were 

handled in accordance with European regulations following the recommendations of the local 

ethics committees. Experiments were performed in conformity with the European 
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(2010/63/UE) and French legislations relative to the protection of animals used for 

experimental and other scientific purposes (authorization numbers: 2012-0068 delivered by 

the local ethical committee #59 for IBENS and CEEA34.EA.027.11 and CEEA16-032 for 

Paris Descartes). For microglia characterization we used Cx3cr1eGFP/+ mice (Jung et al, 2000). 

For visualizing PV interneurons, we crossed PVCre/Cre (Hippenmeyer et al., 2005) and Ai14 

mice (B6;129S6-Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTomato)Hze/J, Jackson Laboratory), resulting in the 

expression of tdTomato in the parvalbumin-expressing interneurons in the offspring. For the 

optogenetic recordings, PVCre/Cre mice were crossed with Ai32 floxed mice (B6; 129S-

Gt(ROSA)26Sortm32(CAG-COP4*H134R/EYFP)Hze/J, Jackson Laboratory), resulting in the expression 

of channelrhodopsin (ChR2H134R) and eYFP in parvalbumin-expressing interneurons.  

Microglial embryonic depletion and LPS prenatal injections 

Embryonic day (E) 0.5 was set as the day of vaginal plug formation on the dam, with 

postnatal day (P) 0 defined as the day of birth. Pregnant C57/Bl6 females were administered 

anti-CSF-1R monoclonal antibody aCSF-1R intraperitoneally at E6.5 and E7.5 (3 mg per day 

in sterile PBS).  

Pregnant C57/Bl6 females were administered LPS in sterile PBS (0.12 mg/g mouse; 

InvivoGen) at E13.5 by a single intraperitoneal injection. Control C57/Bl6 pregnant females 

were injected at E13.5 with sterile PBS and showed no detectable phenotype. Three different 

batches of LPS were used and produced similar results. 

Immunostainings 

Intracardiac perfused and dissected brains were fixed in 4% PFA at 4°C from overnight. 

Immunohistochemistry was performed on 40 µm thick free-floating vibratome sections, as 

previously described (Squarzoni et al., 2014). Sections were blocked for 2 hours with PBS 

containing 10% fetal bovine serum and 0.01% TritonX-100, and then incubated overnight 

with primary antibodies. Sections were rinsed twice in PBS containing 0.01% TritonX-100, 

followed by several PBS washes, before overnight incubation with secondary antibodies 

(1/400 in PBS). Hoechst (1/1000) was used for fluorescent nuclear counterstaining. 

Image acquisition 

To determine cells density, images of the somatosensory neocortex were acquired at 10X with 

the Leica TCS SP5 confocal microscope. ImageJ and Adobe Photoshop were used for image 

processing. 
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Image analysis 

Iba1-, GFP-, PV- and dsred- positive cells were quantified using Imaris software. Images 

were converted greys and inverted before counting. Hoechst and vglut2 stainings were used to 

delineate the different cortical layers.  

Electrophysiology 

Slice preparation. Mice aged between 20 and 25 days (juvenile) or between 60 and 65 days 

(adult) were anesthetized with isoflurane, decapitated, and slices through the somatosensory 

cortex were cut using a Leica VT1200 vibratome in an oxygenated (5% CO2 and 95% O2) 

ice-cold protective extracellular solution containing for the juvenile mice (in mM): 215 

sucrose, 2.5 KCl, 1.3 NaH2PO4, 25.9 NaHCO3, 20 D-glucose, 5 sodium pyruvate, 7 MgCl2, 

and 1 CaCl2 (pH 7.3, 320 mOsm), or for the adult mice (in mM): 93 NMDG, 2.5 KCl, 1.2 

NaH2PO4, 30 NaHCO3, 20 HEPES, 2 thiourea, 25 D-glucose, 5 sodium ascorbate, 3 sodium 

pyruvate, 10 MgCl2, and 0.5 CaCl2 (pH 7.3, 315 mOsm). After cutting, slices of young 

animals were incubated for 30 min at 34°C in regular artificial cerebro-spinal fluid (aCSF; pH 

7.3, 310 mOsm) containing (in mM): 126 NaCl, 2.5 KCl, 26 NaHCO3, 1.25 NaH2PO4, 20 mM 

D-glucose, 1 sodium pyruvate, 1 MgCl2, and 2 CaCl2. For older animals, slices were first 

incubated in the same protective NMDG-containing extracellular solution for 7 min at 34°C 

and then incubated at 34°C for 30 min in regular aCSF. The slices were then maintained at 

room temperature (RT, 22-24°C) for 0.5–6h oxygenated aCSF until the recordings. After the 

incubation, individual slices selected for best visibility of the barrel field in cortical layer 4 

were transferred to a recording chamber perfused with the same solution at 5 ml/min at RT. 

Optogenetic stimulations. Coronal cortical slices were prepared from PVCre/+::Ai32lox/+ 

juvenile mice. Whole-cell patch-clamp recordings were obtained from excitatory principal 

cells (PC) and parvalbumin-expressing (PV) fast-spiking interneurons of the layer 4 of the 

somatosensory barrel cortex in voltage- and current-clamp modes respectively. For voltage-

clamp recordings patch pipettes (3-5 MΩ) were filled with a solution containing (in mM): 125 

CsMeSO3, 10 HEPES, 10 EGTA, 8 TEA-Cl, 5 4-AP, 0.4 GTP-Na, 4 ATP-Na2, 1 CaCl2 and 1 

MgCl2 (pH 7.3, 290 mOsm). For current-clamp recordings pipettes (3-5 MΩ) were filled with 

a solution containing in mM: 125 K-Gluconate, 2 MgCl2, 10 HEPES, 0.4 Na+-GTP, 4 ATP-

Na2, 10 Phosphocreatine disodium salt, 5 KCl, 0.5 EGTA (pH 7.3, 290 mOsm). Recordings 

were performed using either Axopatch 200B or 700B amplifiers (Molecular Devices). 

Experiments were performed in the presence of the following glutamatergic receptors 
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blockers: 10 µM 2,3-dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo[f]quinoxaline-7-sulfonamide 

disodium salt (NBQX; Hellobio) and 50 μM D-(–)-2-amino-5-phosphonopentanoic acid (D-

AP5; Hellobio). IPSCs recorded in principal layer 4 neurons were optogenetically evoked at 0 

mV by driving the ChR2 activity in PV interneurons with 470 nm blue light (0.9 mW/mm2) 

delivered by a LED (Cairn Research, OptoLED) through the 40× water-immersion objective 

(Olympus). We used a 100 µm diameter light field (i.e. about the size of one barrel) and light 

stimulations of 5 ms were delivered at 0.05 Hz. In pilot experiments, the light intensity was 

adjusted to 1.5 times the threshold for eliciting one action potential in FS cells and we verified 

that this threshold did not differ among the different experimental groups (data not shown).  

Paired recordings. Coronal cortical slices were prepared from PVCre/+::Ai14lox/+ juvenile 

mice, thalamocortical slices were prepared from PVCre/+::Ai14lox/+ adult mice. To establish a 

pair recording, a whole-cell recording from a dtTomato-positive interneuron in layer 4-barrel 

cortex was first obtained and then sequential whole-cell recordings were made from 

neighboring stellate cells within 50-100 μm. The presynaptic cell was patched with the 

previously described KGlu internal solution, and the postsynaptic with the previously 

described Cs-based internal solution. Presynaptic PV interneurons were held in voltage clamp 

at -70 mV and induced to fire single action potentials by 4 depolarizing pulses of 50 mV of 1 

ms at 20 Hz. Postsynaptic cells were held in voltage-clamp at 0 mV. Paired recordings were 

performed in presence of the AMPA receptor antagonist (NBQX; 10 µM, Tocris or Hellobio) 

and the NMDA receptor antagonist (D-AP5; 50µM, Tocris or Hellobio). 

Data acquisition and analysis. Whole-cell patch-clamp recordings were obtained using 

Multiclamp 700B patch amplifiers (Molecular Devices). Currents and potentials were low-

pass filtered at 5 kHz or 6 kHz, collected at a 10 kHz frequency, and analyzed off-line using 

pClamp 10.7 (Molecular Devices) for voltage-clamp recordings, or using a custom written 

procedure in IGOR Pro 6.0 (Wavemetrics) for current-clamp recordings. For all recordings 

performed with K-gluconate or Cs-gluconate in the pipette, potentials were corrected for a 

junction potential of -10 mV. Series resistances (Rs) were not compensated but continuously 

monitored using 5 or 10 mV hyperpolarizing pulses. Recordings were discarded if Rs 

increased by >20% during the whole experiment. For all experiments, the amplitude of 

EPSCs and IPSCs were quantified from the average of 15–30 consecutives responses. For 

paired-recordings analysis, the peak response to each stimulation was averaged over all trials, 

and the paired-pulse ratio was calculated as the average peak amplitude of the second 

response divided by that of the first one. In current clamp, to characterize basic membrane 
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properties, a series of hyperpolarizing and depolarizing current steps were applied for 1 s in 

25-50 pA increments at 5 s intervals. The action potential threshold was determined for the 

first spike at the lowest level of depolarizing current required to evoke at least one spike. Pairs 

obtained with presynaptic cells displaying low firing rate or adaptation ratio (<0.6) or small 

AHP (<10 pA) were discarded.  

Voltage-sensitive dye (VSD) imaging 

VSD imaging of the cortical activity evoked by tactile whisker stimulation was performed on 

P27-P33 mice under isoflurane anesthesia (induction: 3-4%, maintenance 1-1.5%). The left 

barrel cortex was exposed and stained for 1h with the VSD RH1691 (Optical Imaging Ldt, 

Israel) at 1mg/ml, in Ringer’s solution containing [in mM]: 135 NaCl, 5 KCl, 5 HEPES, 1.8 

CaCl2, 1 MgCl2. After removing the unbound dye, the cortex was covered with agarose (0.5-

1%) and a coverslip. Cortical imaging was performed through a tandem-lens fluorescence 

microscope (SciMedia), equipped with one Leica PlanApo 5x (objective side) and one Leica 

PlanApo 1x (condensing side), a 100 W halogen lamp gated with an electronic shutter, a 630 

nm excitation filter, a 650 nm dichroic mirror, and a long-pass 665 nm emission filter. The 

field of view was 2.5 x 2.5 mm, resulting in a pixel resolution of 25 x 25 µm.  

The right C2, C3 or C4 macrovibrissae were individually deflected in a pseudo-randomized 

manner using a multi-whisker stimulator (Jacob et al., 2010). Whiskers were inserted keeping 

their natural angle in 27G stainless steel tubes attached to the piezoelectric benders (Noliac, 

Denmark), leaving 2 mm between the tip of the tube and the whisker base. Each whisker 

deflection consisted of a 95 µm displacement (measured at the tip of the tube) a 2 ms rising 

time, a 2 ms plateau and a 2 ms fall. Specific filters were applied to the voltage commands to 

prevent mechanical ringing of the stimulators. Using a CMOS-based camera (MiCam Ultima, 

SciMedia), sequences of images of 1 s were acquired at 500 Hz, with or without (blank trials) 

whisker stimulation, alternately, every 20 s. Variations of the light intensity were initially 

recorded as variations over the resting light intensity (first acquired frame).  

Acquisition and data preprocessing were done using in-house software (Elphy, G. Sadoc, 

UNIC-CNRS), further analyses were made using custom written routines in IgorPro 

(WaveMetrics, USA). Subtraction of a pixel by pixel best-fit double-exponential from the 

averaged unstimulated sequence was used to correct for photobleaching.  
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For each averaged whisker evoked response (n = 20 trials), a 2D-gaussian fit of the evoked 

signal at 12 ms following the start of the whisker stimulus was used to localize the center of a 

first region of interest (ROI) defined as a 100 µm-diameter circle. A second, more distal ROI, 

was defined as a 100 µm-wide ring placed at 575 µm from the center of the first ROI. Profiles 

of fluorescence were computed from these ROIs and normalized to determine the latency to 

80% of the peak. Responses with amplitudes <0.1% were discarded from the analysis. Signals 

measured in response to the deflection of the 3 individual whiskers were considered as 

independent.  

Statistics 

Data were analyzed and plotted using GraphPad Prism. All data are presented as mean ±SEM. 

One-way ANOVA with Tukey post hoc test or two-way ANOVA with Holm-Sidak post hoc 

test were used to compare groups of data, and non-parametric two-tailed Mann-Whitney U-

tests were used to compare two distributions. Variances were similar between compared 

distributions. For multiple comparisons or, if the normality test failed, Kruskal-Wallis on 

Ranks was performed followed by a Dunn's test for multiple comparisons. 

P < 0.05 was considered statistically significant. Statistical data are showed as aligned dot plot 

with mean ± SEM or histograms. All graphs are made with CorelDRAW. Numbers of cells are 

given in the legend or on the histograms. Throughout the text n refers to the number of cells 

and N to the number of animals. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001 

Data availability.  

The data supporting the findings of this study are available upon request to the corresponding 

authors. 

 

4. Results 

To investigate how prenatal microglia and inflammation impact on the development of 

inhibitory circuits, we used mouse models to label both microglia (Cx3cr1gfp/+) and PV 

interneurons (PVcre::Ai14lox/+) in two experimental paradigms. The first one consists in a 

transient depletion of microglia induced by the injection of an anti-Csf1R antibody, which 

leads to a strong depletion of microglia from E7 to E18.5, followed by a repopulation that is 

completed by P7 (Squarzoni et al., 2014 ; Waisman et al., 2015)]. The second one is a MIA 

triggered by a lipopolysaccharide (LPS) injection at E13.5, which mimics a bacterial infection 
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at midneurogenesis. Both models were previously shown to cause an increase in the number 

of inhibitory interneurons entering the cortical plate (Squarzoni et al., 2014). We thus 

examined how the barrel cortex develops in this context. 

Figure II.1. Maternal immune activation and in utero microglia depletion do not affect the 

density of parvalbumin interneurons but decrease the synaptic strength between parvalbumin 

interneurons and principal cells in the input layer of the barrel cortex of adult mice. A, Coronal 

sections through the primary somatosensory cortex of control, MIA and microglia depleted P60 

PVCre/+::Ai14lox/+ mice revealing dsred-positive interneurons (white) and the nucleus marker Hoechst 

(purple). B, Comparison of PV interneurons density within all cortical layers between controls, MIA 

and depleted P60 mice (control: N = 10, MIA: N = 6, depleted: N = 4). C, Scheme of the recording 

configuration depicting dual whole-cell recordings from a fast-spiking PV interneuron (FS) targeting a 

layer 4 principal cell (PC) in the barrel cortex. D, Representative average traces of inhibitory 

postsynaptic currents (IPSC1-4) evoked in PC by trains of action potentials elicited in FS interneurons 
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in thalamocortical slices of control, MIA and microglia-depleted P60 mice. E, Comparison of the first 

IPSC (IPSC1) amplitude (Mann Whitney U test, control vs MIA p = 0.009, control vs depleted p = 

0.038; control: N = 6, n = 12; MIA: N = 4, n = 8; depleted: N = 3, n = 8). F, Comparison of the IPSC 

amplitude evolution during the train between the three experimental conditions. 

 

We first characterized the layering organization and barrel architecture during the first 

postnatal week using the thalamocortical axonal marker, vGlut2, during the first postnatal 

week. In coronal and tangential sections of flattened cortex, we found that the barrel field 

appears similarly organized at postnatal day (P) 7 after in utero microglia depletion, MIA or 

controls experiments (Suppl. Fig. II.S.1A-K). Importantly, the number of microglia remained 

unchanged in the barrel fields of both MIA and microglia depleted mice (Suppl. Fig. II.S.1L- 

M). 

We then used PVcre/+::Ai14tlox//+ mice to count the number of PV cells in the somatosensory 

cortex at P60. We found no change in the density of PV cells in MIA and depleted mice 

within the barrel cortex (Fig. II.1A-B; Suppl. Fig. II.S.2A). To determine whether prenatal 

microglia depletion and MIA influence cortical inhibition at postnatal stages, we first 

recorded unitary inhibitory synaptic connections made by PV fast-spiking (FS) interneurons 

onto principal excitatory neurons contained within the same barrel at P60-65 (Fig. II.1C-D). 

The amplitude of the unitary synaptic responses was almost twice smaller than in the barrels 

of control mice (Fig. II.1D-F). These results are in good agreement with previous findings 

reporting lower synaptic inhibition mediated by PV cells in the prefrontal cortex of offspring 

after MIA (Canetta et al., 2016). They further show that MIA and transient prenatal depletion 

of microglia have the same consequences on adult offspring inhibitory connections made by 

PV cells. 

Next, we explored the developmental trajectory of the PV network. At P20, we found an 

increased density of PV neurons after MIA and after in utero microglia depletion (Fig. II.2A-

B and Suppl. Fig. II.S.2B). We observed no significant differences between male and female 

(data not shown). Next, we recorded unitary inhibitory synaptic connections made by PV FS 

interneurons onto principal excitatory cells in the same barrel at P20-25 (Fig. II.2C-D). The 

amplitude of the unitary synaptic responses was almost twice larger in MIA and in microglia 

depleted than in control mice (Fig. II.2D-F). The short-term dynamics of unitary IPCs evoked 

by trains of presynaptic action potentials was not dramatically affected, although a small but 

consistent decrease in paired-pulse ratio, consistent with a small increase in release 

probability, was observed (data not shown).  
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Figure II.2. Maternal immune activation and in utero microglia depletion alter the density of PV 

interneurons and enhance synaptic strength at FS-PC synapses in the input layer of the barrel 

cortex of juvenile mice. A, Coronal sections through the primary somatosensory cortex of control, 

MIA and microglia depleted P20 PV/Cre::Ai14lox/+ mice showing the increased number of PV 

interneurons (dsred). B, Comparison of PV interneurons density within all cortical layers between 

controls, MIA and depleted P20 mice (control: N = 13, MIA: N = 17, depleted: N = 13). C, 

Representative average traces of inhibitory postsynaptic currents (IPSC1-4) evoked in PC by trains of 

action potentials elicited in FS interneurons in coronal cortical slices of control, MIA and microglia-

depleted P20-25 mice. D, Scheme of the recording configuration. E, Comparison of the IPSC1 

amplitude (Kruskal-Wallis test, p = 0.0002; control: N = 13, n = 31; MIA: N = 13, n = 26; depleted: N 

= 7, n = 17). F, Comparison of the IPSC amplitude evolution during the train between the three 

experimental conditions. 
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To explore the spatial pattern of functional projections of developing PV cells, we used 

PVcre/+::Ai32lox/+ mice and measured the inhibitory drive of single spiny cells evoked by the 

optogenetic activation of PV interneurons of the same or of neighboring barrels (Fig. II.3A-

G). 

 

Figure II.3. Maternal immune activation and in utero microglia depletion enhance inter-barrel 

inhibition in the cortex of juvenile mice. Representative traces of population IPSCs evoked in single 

PC by blue light stimulation of ChR2-expressing PV interneurons of the same (A), of the adjacent (C) 

and of the next adjacent (E) barrels in PVcre/+::Ai32lox/+ P20-25 mice as illustrated on the drawings. 

Comparison of the light-evoked IPSCs in the same (B), adjacent (D) and next adjacent (F) barrels in 

the three experimental conditions (Kruskal Wallis tests, same barrel: p < 0.0001; adjacent barrel: p < 

0.0001; control: N = 18, n = 41; MIA: N = 13, n = 40; depleted: N = 5, n = 22. For the next adjacent 

barrel, only cells displaying responses in the adjacent barrel were recorded: p < 0.0001; N = 11, n = 

16; MIA: N = 13, n = 34; depleted: N = 5, n = 20). l, Percentage of PC responding to the optogenetic 

stimulation of the different barrels in control and prenatal MIA or microglia-depleted mice. 
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Consistent with the larger amplitude of intra-barrel unitary synaptic responses (see above), the 

inhibition evoked by the optogenetic stimulation of same barrel was larger in microglia 

depleted and MIA mice (Fig. II.3A and 3D). However, the inhibition from the adjacent barrel 

or from the next adjacent barrel was also much larger in these animals (Fig. II.3B-F). This 

stronger horizontal inhibition was partly due to a higher functional connectivity between 

adjacent barrels (Fig. II.3G).  

Finally, we used voltage sensitive dye to visualize cortical activity within the barrel field of 

anesthetized mice in real time after whisker stimulation (Fig. II.4A, (Borgdorff et al., 2007)). 

In control conditions, C2 whisker stimulation evoked first a signal in the C2 column that then 

propagates within the whole barrel field. However, while the response latency in the C2 

column appeared similar in all groups, albeit a bit shifted, MIA or in utero microglia depletion 

led to a decreased lateral propagation of the signal (Fig. II.4B-C).  
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Figure II.4. Maternal immune activation and in utero microglia depletion retard lateral spread 

of sensory information in vivo. A, Spatio-temporal dynamics of membrane potential changes imaged 

using voltage-sensitive dye (VSD) in anesthetized control, MIA and depleted animals after a brief 

deflection of the central C2 whisker. The snapshots display the averaged fluorescence signal (n = 20 

trials) for a representative case at six different timings relative to the time of deflection of the C2 

whisker. The barrel map reconstructed from a post hoc cytochrome oxidase staining and overlaid onto 

the VSD signals is shown as white outlines. C2 deflection evokes a rapid localized depolarization 

limited to the C2 cortical barrel column and over the next milliseconds, the depolarization spreads 

across the barrel field. We chose to follow the spread of the sensory responses in two different defined 

areas (ROI 1 and ROI 2, represented by the red and blue circle respectively). B, Percentage of the 

response among control, MIA and depleted mice, following C2 whisker deflection in ROI 1 and ROI 

2. C, Latencies to 90% of the peak response for each ROI in control, MIA and depleted mice. D, 

Differences of latencies between ROI 2 and ROI 1 for control, MIA and depleted mice. 

5. Discussion 

Our work reveals key roles for immune cells during the normal assembly of cortical circuits 

and provides novel insights onto how microglia dysfunction or immune risks lead to 

pathological brain wiring. Specifically, we report that both MIA and embryonic microglia 

depletion induced a decreased PV cell-mediated inhibition in adult offspring. Surprisingly 

though, this is preceded by a transient increase of the number of PV cells and of the functional 

connectivity of these inhibitory interneurons before weaning of the offspring. 

The hypothesis of a dysfunctional network in the adult brain of patients or animal models of 

neurodevelopmental psychiatric disorders is widely accepted, but relies mostly on histological 

examination of cerebral samples and rarely on specific functional analysis of these cells 

(Nelson and Valakh, 2015). Our data on adult offspring after MIA are, however, in good 

agreement with a previous study using another model of MIA (Poly:IC injection at E9) 

reporting lower inhibitory transmission from PV cells without modifications in the number of 

PV cells (Canetta et al., 2016). A downregulation of GAD67 expression in PV cells could 

explain this effect (Curley et al., 2011 ; Hashimoto et al., 2003).  

At earlier stages of postnatal development (i.e. P20), MIA and prenatal microglia depletion 

led to an increased number of PV cells in the barrel cortex. We previously showed that the 

same manipulations induce a premature entry of future PV interneurons in the cortical plate at 

late embryonic stages and later lead to a defect in laminar positioning at early postnatal stages 

(Squarzoni et al., 2014). It is not yet clear though whether the excess in PV cells at P20 results 

solely from these earlier perturbations or are also influenced by long-lasting changes in the 

phenotype of microglia. Indeed, MIA induced by Poly(I:C) injection at E15 induces long 

lasting changes in microglial transcriptome together with an impaired phagocytic activity in 
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adult offspring (2017). On the other hand, impairment of glutamatergic synaptic function in 

the adult hippocampus induced by prenatal microglia activation (including LPS-induced 

MIA) has been shown to rely exclusively on changes induced before birth (Roumier et al., 

2008). Future studies should investigate whether postnatal manipulation of microglia can 

rescue the phenotype of PV connectivity after MIA.  

Beside this increase in PV numbers at P20, we also observed a twofold enhancement of the 

strength of unitary connections made by single PV cells onto principal neurons of the barrels. 

At this stage, it remains unclear whether pre- or/and post-synaptic changes are responsible for 

this remarkable increase but preliminary analysis points toward an increase in the number of 

functional synaptic sites per unitary connection and a slight but consistent increase in release 

probability. Interestingly, we also observed an aberrant horizontal connectivity of PV cells 

across adjacent barrels. Axonal arborization of most FS-PV cells is usually confined to the 

home-barrel or the home-cortical column (vertical extension above and below the barrel), 

with the exception of large basket cells that have also inter-barrel projections and of another 

FS subtype with soma and projections restricted to the barrel hollow (Koelbl et al., 2015 ; Li 

and Huntsman, 2014 ; Rudy et al., 2011 ; Shigematsu et al., 2018). Accordingly, optogenetic 

stimulation of PV cells of a single barrel triggers a very limited horizontal inhibition in 

adjacent barrels (Fig. II.3). The large increase in functional horizontal connectivity of PV 

cells after MIA and prenatal microglia depletion is therefore striking and suggests a major 

dysregulation in the control of axonal growth or in the pruning of supernumerary branches. 

We do not know still whether this possible aberrant sprouting of PV axons is affecting all 

types of PV cells or only those that display horizontal projections in control conditions (Li 

and Huntsman, 2014). 

PV cells are important determinant of the excitation/inhibition (E/I) balance in the cortex and 

this balance is strongly regulated by homeostatic plasticity (Nelson and Valakh, 2015). The 

existence of these homeostatic regulations of the cortical network makes it difficult to identify 

the temporal sequence of events that actually leads to E/I imbalance, as it has been repeatedly 

reported in models of psychiatric diseases (Nelson and Valakh, 2015). Interestingly, Roumier 

et al. (2008) previously reported that prenatal activation of microglia (including by LPS-

induced MIA) leads to an early and long-lasting increase in excitatory glutamatergic synaptic 

transmission in the hippocampus. If the same holds true for the development of the barrel 

cortex, our observation of an increased PV-mediated functional inhibition could in theory 

result from a homeostatic adaptation to this increased excitation. Although we have not tested 

directly this hypothesis, our in vivo recordings indicating a deficit in the propagation of 
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sensory information in the barrel cortex suggest that an excess of inhibition at the input stage 

of the cortex imposes a strong brake on the integration of sensory inputs, hence suggesting 

that E/I balance is dysregulated, at least during this time window of increased functional 

inhibition of the PV network. Similarly, the decreased inhibition observed in the adult 

offspring could also result from an excessive, misadjusted homeostatic compensation of the 

large excess of inhibition we observed in juvenile mice. 

The phenotype we observed on PV functional connectivity is remarkably similar in MIA and 

in microglia depleted offspring. This strongly suggests that abnormal development of PV cells 

in MIA results from the impossibility for microglia to fulfill their physiological functions 

once activated by MIA. It is interesting to note, however, that this is not always the case and 

that in similar or identical MIA models, prenatal depletion of microglia results in changes that 

are opposite to those induced by MIA, such as in the case of the control of dopaminergic axon 

outgrowth (Squarzoni et al., 2014) and of the regulation of neural precursor cells in the 

developing neocortex (Cunningham et al., 2013). These contrasting results stress the diversity 

of microglia functions that are exquisitely regulated and determined by their environment in 

pathological conditions and during normal development (Mosser et al., 2017 ; Thion and 

Garel, 2017). 

In conclusion, our results reveal that defects in cortical inhibition observed in adult offspring 

after MIA result from a complex set of events that includes an unexpected and large excess of 

cortical inhibition by PV cells. These observations also strongly support a role of microglia in 

this impaired development of cortical circuits and shed a new light on how microglia and 

prenatal immune challenges can impact the functional wiring of the brain in psychiatric 

disorders. 
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Supplementary figures 

 

 
 

Supplementary figure II.S.1. In utero microglia depletion and maternal immune activation do 

not affect barrels formation in the primary somatosensory cortex. A-C’, Coronal sections through 

the posterior medial barrel subfield (PMBSF) of the primary somatosensory cortex of control, MIA 
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and microglia depleted P7 mice stained with vGlut2 antibodies to label thalamocortical afferences and 

with Hoechst to label cell nuclei. D-F’, Tangential sections through the barrel field of control, MIA 

and depleted P7 mice immunostained with vGlut2, the microglia marker Iba1 and with Hoechst. D’’-

F’’, Reconstructions of the PMBSF in control, MIA and depleted P7 mice and showing no significant 

changes among the three conditions. G-J, Quantifications of the cortical thickness (G), the PMBSF 

area (H), the TCA area (I) and the proportion of TCA overs PMBSF surfaces (J) in control, MIA and 

depleted P7 mice. K, Relative fluorescence intensity across the C2 barrel. L-M, Number of microglial 

cells within the barrel field (L) and the proportion of these cells located inside or outside the barrels 

(M) among control, MIA and depleted P7 mice. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary figure II.S.2. In utero microglia depletion and maternal immune activation 

impair the laminar positioning of PV interneurons in young animal but not in the adults. A, 

Comparison of PV interneurons numbers within cortical upper (II-III), IV and deep (V-VI) layers 

between controls, MIA and depleted P60 mice (control: N = 10, MIA: N = 6, depleted: N = 4) and B, 

P20 mice (control: N = 13, MIA: N = 17, depleted: N = 13). 
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Le rôle fondamental des cellules microgliales au cours du développement est aujourd’hui 

reconnu, grâce aux découvertes de plusieurs fonctions microgliales impliquées dans de 

nombreux processus de genèse des circuits neuronaux et synaptiques. Ce travail de thèse avait 

pour but de mieux comprendre l’influence des cellules microgliales sur la maturation des 

réseaux corticaux excitateurs, d’examiner leur rôle dans le développement de l’inhibition et 

d’identifier les mécanismes responsables de cette régulation microgliale. Nous avons 

également exploré les conséquences à court et long termes d’une perturbation microgliale 

prénatale sur la connectivité corticale inhibitrice. Dans cet ultime chapitre, je discuterai les 

données obtenues au regard de l'état actuel des connaissances dans ce domaine, en expansion 

depuis quelques années. 

I. Développement postnatal, microglie et BDNF  

1. La microglie représente l’unique source de BDNF nécessaire à la maturation 

fonctionnelle de la synapse thalamocorticale excitatrice 

Nos résultats ont permis d’identifier la signalisation microgliale responsable de la maturation 

synaptique de la voie thalamocorticale au cours du développement postnatal, et d’appréhender 

les conséquences de ces interactions développementales microglie-neurones sur la 

connectivité corticale adulte. Bien que les neurones soient la source majeure de BDNF dans le 

cerveau (Rauskolb et al. 2015), il a été montré que les cellules gliales, dont la microglie, sont 

également capables d’en produire. L’inactivation conditionnelle du BDNF microglial nous a 

permis de montrer que la microglie était a priori la seule source de BDNF à la synapse 

thalamocorticale. En effet, nos données reproduisent l’effet observé chez les souris ayant une 

perte constitutive du BDNF dans tous les types cellulaires (Fig. III.2, (Itami et al. 2003)). En 

outre, chez les souris CX3CR1CreER/+::BDNFloxlox d’un mois, le ratio AMPA/NMDA est de 

l’ordre de grandeur du ratio immature mesuré à P9-12, ce qui indique qu’aucune source de 

BDNF ne puisse compenser cette absence de maturation. De façon intéressante, nos données 

préliminaires montrent également une altération du ratio AMPA/NMDA à la synapse 

thalamocorticale excitatrice chez les animaux CX3CR1CreER/+::BDNFlox/+ n’exprimant qu’un 

allèle BDNF fonctionnel dans la microglie (Fig. III.1), tout comme cela avait été observé 

avec les animaux hétérozygotes BDNF+/- du KO constitutif ((Itami et al., 2003) Fig. III.2). 

Ces observations suggèrent que la quantité de BDNF libéré est relativement faible puisque la 

délétion d’un seul allèle est suffisante pour produire le phénotype.  
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La libération locale de BDNF par la microglie semble donc nécessaire à la maturation 

fonctionnelle des synapses thalamocorticales excitatrices et il serait intéressant de tester si le 

phénotype « sauvage » peut être restauré chez des animaux CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox après 

application d’un agoniste du récepteur TrKB. 

2. Effets postsynaptiques du BDNF microglial au niveau des connexions 

thalamocorticales excitatrices sur les PCs 

Pour élucider les mécanismes synaptiques spécifiquement influencés par le BDNF microglial 

au niveau de la synapse thalamocorticale excitatrice, il serait intéressant d’étudier la 

composition des récepteurs AMPA et NMDA exprimés par les PCs (en admettant que le 

BDNF microglial agisse directement sur ces synapses, sans intermédiaire).  

Figure III.1. Le défaut de maturation fonctionnelle de la synapse 

thalamocorticale excitatrice résultant de l’absence de BDNF 

microglial est retrouvé chez les souris n’ayant qu’un allèle BDNF 

fonctionnel dans leurs cellules microgliales. Comparaison du ratio 

AMPA/NMDA à P9-12 entre les souris CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ , 

CX3CR1CreER/+::BDNFlox/+ et CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox (Kruskal-

Wallis statistic, p = 0.010, CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ : N = 8, n = 18 ; 

CX3CR1CreER/+:: BDNFlox/+ : N = 10, n = 21 ; CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox 

: N = 5, n = 13, Dunn's multiple comparisons test). La moyenne est en 

rouge, la boîte délimite les 25e et 75e percentile, la ligne représente la 

médiane. 

Figure III.2. Ratio NMDA/AMPA en fonction de l’âge chez les souris BDNF+/+, BDNF+/- et 

BDNF-/- (Itami et al. 2007). 
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L’excitation thalamique des cellules excitatrices est majoritairement dépendante des 

NMDARs vers P10, dont la maturation fonctionnelle passe par un changement des sous-unités 

(Lu et al. 2001). Nous pourrions supposer que les cellules microgliales sont impliquées dans 

ce processus, car l’absence de la signalisation fractalkine/CX3CR1 retarde la transition des 

sous-unités GluN2B à GluN2A (Hoshiko et al. 2012). Cependant, le temps de décroissance de 

la composante NMDA des EPSCs évoqués dans les PC entre P9 et P12 ne semble pas modifié 

par l’absence de BDNF (CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ : 170.9 ± 63.1 vs 

CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox : 197.3 ± 38.8. Moyenne ± SEM). Cette observation est étonnante 

au regard des données précédentes du laboratoire sur les animaux CX3CR1 KO (Hoshiko et 

al. 2012). Nos résultats suggèrent donc que le BNDF microglial n’influence pas ces propriétés 

postsynaptiques, et il faudrait tester l’implication éventuel d’un autre facteur microglial, 

comme le TNFα par exemple, qui a est connu pour ses rôles de modulation de l'expression 

synaptique des AMPARs et NMDARs (Beattie et al., 2002 ; Stellwagen et al., 2005). Une 

autre possibilité est que le déficit observé chez les animaux CX3CR1 KO repose un défaut de 

signalisation, indépendant du retard de migration de la microglie 

3. Mécanismes sous-tendant la régulation de la balance excitation/inhibition par le 

BDNF microglial  

Nous avons démontré une régulation microgliale de la maturation de l'inhibition feedforward 

disynaptique à travers la sécrétion de BDNF. Pour mieux comprendre cette modulation 

développementale, il est nécessaire d’identifier à quelle synapse de la voie thalamocorticale le 

BDNF microglial est requis. Ce retard développemental du ratio GABAA/AMPA mesuré dans 

les neurones principaux de la L4 peut être la conséquence i) d'une réduction de l'entrée 

thalamocorticale aux interneurones responsables de l’inhibition feedforward, principalement 

FS (Koelbl et al. 2015 ; Rudy et al. 2011), ii) d’un changement de l’excitabilité de ces 

interneurones FS, d'une réduction de la force synaptique aux connexions FS-PC 

intracorticales, ou iii) d'une combinaison de plusieurs de ces effets.  

Les études du KO BDNF constitutif ont rapporté que ce facteur neurotrophique était critique 

pour l’établissement de l’excitabilité des interneurones FS (Itami et al., 2007). En effet, la 

maturation des propriétés intrinsèques et immunohistochimiques de ces interneurones survient 

vers la fin de la 2ème semaine postnatale, et en absence de BDNF, l’établissement de ces 

propriétés adultes est retardé. L’absence de BDNF se manifeste notamment par la présence de 

cellules aux propriétés immatures, présentant de forts courants Ih (hyperpolarization-activated 
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current), un courant ayant une influence dépolarisante. Ces données ne coïncident pas avec la 

baisse de l’excitabilité qui pourrait expliquer nos observations, il est donc peu probable que 

l’absence de transmission inhibitrice feedforward s’explique par un défaut d’excitabilité des 

interneurones FS. 

L’émergence de l’inhibition feedforward des PCs de la couche 4 est dépendante de 

l’expérience sensorielle, et est la conséquence d’un renforcement de la neurotransmission 

thalamocorticale sur les interneurones FS des tonneaux (Chittajallu and Isaac, 2010). La 

privation sensorielle (vibrisse rasées) empêche en effet le développement de l’entrée 

excitatrice mature des cellules inhibitrices. Dans le cortex adulte, il a été montré que la 

libération de BDNF se fait dépend de l’activité (Balkowiec and Katz, 2000). Les 

prolongements microgliaux étant très mobiles et attirés par l’activité neuronale (Li et al., 2012 

; Sipe et al. 2016 ; Tremblay et al. 2010 ; Wake et al. 2009), on pourrait postuler que la 

libération de BDNF microglial aux connexions thalamocorticales est déclenchée par la 

transmission excitatrice à la synapse entre afférences thalamiques et interneurones FS, et 

influence par la suite la maturation des ces synapses.  

Cependant, nos données préliminaires concernant les propriétés synaptiques des réponses 

évoquées dans les interneurones FS de souris P9-11 contrôles et CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox 

par la stimulation minimale dans le VB ne nous permettent pas pour le moment de confirmer 

cette hypothèse (Fig. III.3). En effet, la suppression du BDNF microglial ne semble pas 

influencer l’amplitude moyenne des EPSCs thalamocorticaux évoqués (Fig. III.3B-C), 

toutefois la distribution de ces amplitudes est significativement différente entre les souris 

CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ et les CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox (Fig. III.3D). Cependant, ce 

résultat est probablement dû au faible nombre de cellules enregistrées chez les animaux KO. 

De façon intéressante, il semble que l’élimination du BNDF microglial induit une 

augmentation du paired-pulse ratio (PPR ; Fig. IV.3G) des réponses évoquées, ce qui indique 

une modification des propriétés présynaptique, et dans ce cas précis, une diminution de la 

probabilité de libération à cette synapse par rapport aux contrôles. Cependant, plus 

d’expériences sont nécessaires pour évaluer de manière fiable la contribution du BDNF 

microglial à cette synapse. Si nos données ne permettent pas de valider cette hypothèse, il 

faudra alors vérifier si les connexions GABAergiques unitaires entre interneurone FS et PC 

sont fonctionnelles en absence de BDNF microglial. 
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4. Conséquences de l’absence de BDNF microglial au long terme sur la transmission 

thalamocorticale 

Chez les animaux d’1 mois dont la microglie ne produit plus de BDNF à partir des stades 

postnatals précoces, les voies thalamocorticales mono- et disynaptiques sont altérées de façon 

différente. A la synapse excitatrice entre thalamus et PCs le ratio AMPA/NMDA est 

immature, et l’inhibition disynaptique est exacerbée. Cette observation est très surprenante, 

car elle va à l’encontre de l’hypothèse selon laquelle un mécanisme homéostasique 

déclencherait une augmentation de l’inhibition pour compenser une augmentation de 

l’excitation afin de maintenir la balance E/I. En effet, au début de la deuxième semaine 

postnatale, en même temps qu'émerge l'inhibition par feedforward, la connectivité du réseau 

excitateur des PCs augmente de façon soutenue, de façon concomitante avec une forte période 

de formation d’épines dendritiques (Ashby and Isaac). Ce développement rapide de 

l’excitation est contrebalancé par une augmentation correspondante de l’inhibition 

Figure III.3. L’absence de BDNF microglial entraine des modifications de la plasticité à court 

terme à la synapse thalamocorticale sur les interneurones FS. A, Schéma représentant 

l’enregistrement des réponses AMPA monosynaptiques évoquées dans les interneurones FS de la L4 

par la stimulation minimale du thalamus ventrobasal. Les interneurones FS (IN) furent sélectionnés 

selon leur profil de décharge, comme le montre cet exemple de trace (train de potentiel d’actions en 

réponse à une injection de 300 pA), c’est-à-dire des trains de PA ne montrant qu’une très faible 

adaptation fréquentielle (≤0.7), une fréquence de décharge élevée et de larges et rapides AHP (after 

hyperpolarisation). B, Traces représentatives des EPSCs thalamocorticaux évoqués par deux 

stimulations minimales appariées (50 Hz toutes les 20 secondes) dans les interneurones FS de souris 

CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ (traces du haut, en gris, avec la trace moyenne en noir) et 

CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox (traces du bas en vert) P11. C, Amplitude de l’EPSC1 (p=0.51). D, 

Distributions cumulatives des amplitudes (Kolmogorov-Smirnov D test, p = 0.0016). E, Paired-pulse 

ratio (EPSC2/EPSC1 ; p = 0.048). CX3CR1CreER/+::BDNF+/+ : N = 6, n = 19 ; CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox 

: N = 4, n = 10 ; Tests two-tailed Mann-Whitney U (sauf quand le test est précisé). 
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feedforward afin de maintenir l’excitabilité du réseau à un niveau constant. Par conséquent, 

on peut supposer que c’est justement ce mécanisme permettant la stabilité de l’équilibre E/I 

qui est atteint. Une autre possibilité est qu’en absence de BDNF, l’excitation thalamique se 

développe, mais les interneurones FS restent immatures, et sont donc plus excitables, ce qui 

induit une augmentation de l’inhibition feedforward. 

5. Implication du BDNF microglial dans l’expression de la plasticité à long terme 

Le stade développemental correspondant à l’intervalle temporel que nous avons choisi pour 

étudier la modulation des cellules microgliales sur la maturation fonctionnelle est celui de la 

fermeture de la période critique de plasticité synaptique, la LTP ne pouvant plus être induite 

aux synapses thalamocorticales après le 10ème jour postnatal. Lu et ses collègues ont montré 

que la fermeture de cette fenêtre coïncidait, mais sans lien de causalité, avec le changement 

d’expression des sous-unités des NMDARs (Daw et al. 2007 ; Lu et al. 2001). Dans la mesure 

où nous avons précédemment montré que la microglie contrôle ce changement de sous-unité 

(Hoshiko et al. 2012), il serait intéressant d’explorer si les cellules microgliales sont 

également impliquées dans la fermeture de la période critique d’induction de la LTP. En effet, 

cela permettrait de révéler un mécanisme commun en amont de ces deux processus, pouvant 

expliquer leur corrélation temporelle.  

On pourrait également tester un rôle du BDNF microglial dans ce processus, en vérifiant si 

l’induction de la LTP est modifiée chez les animaux CX3CR1CreER/+::BDNFlox/lox par rapport 

aux contrôles. L’induction de la LTP permet de convertir les synapses silencieuses ne 

contenant que des NMDARs en synapses pouvant exprimer des AMPARs, processus appelé l’ 

« unsilencing ». Si le BDNF microglial est responsable de cet unsilencing, comme l’ont 

montré Itami et collaborateurs chez le KO BDNF constitutif (Itami et al. 2013), on peut 

supposer que cette conversion des synapses participe à l’augmentation du ratio 

AMPA/NMDA et que le BDNF microglial est impliqué dans la LTP. 

6. Les astrocytes comme intermédiaires entre microglie et neurones 

Les astrocytes, importants représentants de la population gliale, contribuent au maintien des 

fonctions neuronales via de multiples mécanismes. Ils sont notamment connus pour leurs 

interactions avec les synapses. En favorisant la synaptogénèse, en contribuant à l'élimination 

des synapses et en modulant la maturation et les fonctions synaptiques, les astrocytes sont 

devenus des acteurs importants du développement des circuits neuronaux (Clarke and Barres, 
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2013). Les astrocytes ont la particularité d’exprimer des récepteurs aux facteurs libérés par la 

microglie et sont également dotés de la possibilité de moduler les fonctions synaptiques par 

l’intermédiaire de nombreuses voies de signalisation (Araque et al., 2014) et d'élaguer les 

synapses de manière dépendante de l'activité (Chung et al., 2015). 

Les cellules microgliales sont elles aussi capables de moduler les fonctions astrocytaires. 

Dans l'hippocampe de souris juvénile, la mobilisation des cellules microgliales suivant 

l’activation de TLR4 induit rapidement une libération d'ATP microglial, qui active les 

récepteurs P2Y1 purinergiques des astrocytes, potentialisant ainsi la libération de glutamate 

astrocytaire, qui en retour régule l’activité synaptique aux synapses entre les collatérales de 

Schaffer et les cellules pyramidales de CA1 (Pascual et al. 2012). En outre, une coopération 

entre microglie et astrocytes a déjà été observée dans le cadre de la libération de TNFα 

(Santello et al., 2011). Bien que jusqu'à présent, ce genre d’action conjointe de ces deux 

populations gliales n'ait été rapportée qu’en contexte pathologique (Liddelow et al., 2017 ; 

Santello et al., 2011), il serait intéressant d'examiner si le phénotype spécifique des cellules 

microgliales pourraient aussi contrôler indirectement la maturation synaptique par la 

mobilisation des astrocytes 

Dans le cortex somatosensoriel, les astrocytes sont organisés en réseaux au centre des 

tonneaux, et ce dès la formation des tonneaux (Houades et al. 2013). Leur présence au centre 

des tonneaux laisse donc supposer qu’ils peuvent également influencer le développement des 

synapses thalamocorticales, ou alors, étant sensibles à l’activité synaptique, ils pourraient 

moduler les fonctions ou le recrutement de la microglie. 

 Il a été montré dans le cortex en champ de tonneau que les astrocytes régulent la transmission 

GABAergique (Benedetti et al. 2011). En effet, en interférant avec la signalisation calcique 

intracellulaire astrocytaire, les auteurs de cette étude ont observé une augmentation de 

l’excitation des PCs de la L4, et le blocage pharmacologique combiné des GABAAR et 

GABABR reproduisait cet effet. Cela suggère que le calcium astrocytaire contrôle l’inhibition 

des interneurones en favorisant la libération de GABA. Les astrocytes se placent donc en 

candidat idéal d’intermédiaire de la communication microglie-neurone dans notre modèle., 

même s’il est peu probable que le BDNF n’agisse pas directement au niveau synaptique, étant 

donné ses fonctions dans la synaptogenèse. 

Compte tenu de leur origine différente, les astrocytes et les microglies sont assez susceptibles 

de jouer des rôles différents, mais il est surprenant de voir à quel point ils contribuent à des 
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aspects similaires du développement synaptique, et pourraient tous deux avoir un impact 

potentiel sur les troubles neurodéveloppementaux (Chung et al., 2015). 

II. MIA, microglie et maladies neuropsychiatriques 

1. Conséquences anatomiques de la MIA et la déplétion embryonnaire chez les jeunes 

souris  

Nos résultats ont révélé une augmentation du nombre d’interneurones PV à P20. Ce niveau 

anormal d’interneurone pourrait découler directement des perturbations induites durant le 

développement embryonnaire se répercutant aux stades postnataux ou bien être dû à des 

modifications persistantes de l’activité microgliale.  

Il a déjà été montré que la MIA pouvait induire des défauts fonctionnels prénatals reposant 

exclusivement sur des modifications induites avant la naissance (Roumier et al. 2008). Pour 

que la connectivité inhibitrice se mette en place de façon adéquate, il faut tout d’abord que les 

précurseurs d’interneurones inhibiteurs migrent correctement jusqu’à leur emplacement 

définitif, et la migration des interneurones est dépendante de l’activité (Babij and De Marco 

Garcia, 2016). Une fois leurs cibles corticales atteintes, ils commencent à acquérir leurs 

propriétés matures, c’est-à-dire leurs caractéristiques morphologiques, électrophysiologiques 

et moléculaires. Une fois encore, la formation de contacts avec leurs partenaires dépend des 

indices environnants et de l’activité (Babij and De Marco Garcia, 2016). Nos collaborateurs 

ont montré que la MIA comme la déplétion microgliale prénatale induisent une entrée 

prématurée des futurs interneurones PV dans la plaque corticale aux stades embryonnaires, et 

perturbent le positionnement de ces interneurones dans les couches corticales pendant le 

développement postnatal précoce (Squarzoni et al. 2014). De façon intéressante, le BDNF, en 

plus de promouvoir la synaptogenèse et l’extension dendritique, favorise aussi la migration 

cellulaire (Marín and Rubenstein, 2001). Une modification du taux de BDNF lors du 

développement peut perturber la migration des interneurones. Or nous avons montré que les 

cellules microgliales en développement modulent la maturation synaptique corticale via la 

signalisation BDNF. Il est donc possible d’imaginer qu’en l’absence de BDNF microglial, 

après une déplétion de ces cellules ou à la suite d’une MIA qui les détourneraient de leurs 

fonctions physiologiques, la migration des interneurones PV soit perturbée.  

Des changements irréversibles des fonctions microgliales pourraient aussi expliquer nos 

données. Il a par exemple été montré qu’une MIA induite à E.15 par injection de Poly:(IC) 
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entraine des anomalies transcriptomiques dans la microglie ainsi qu'une altération de l'activité 

phagocytaire chez la progéniture adulte (Mattei et al. 2017). Ce détournement de l’activité 

physiologique des cellules immunitaires du SNC pourrait influencer la maturation des 

interneurones. En plus de ses fonctions dans l’établissement des circuits corticaux, le BDNF 

est également essentiel un peu plus tard dans le développement, au moment du renforcement 

et de l’élagage synaptique, stade critique de la susceptibilité aux maladies psychiatriques 

(Schmidt and Mirnics). Par conséquent, le maintien de niveaux appropriés de BDNF est 

essentiel du stade de développement des progéniteurs neuronaux jusqu'à la maturation du 

cerveau des adolescents. Si les cellules microgliales sont la source de BDNF permettant le 

développement adéquat des interneurones, les changements de phénotypes microgliaux 

induits par la MIA, ou la déplétion transitoire microgliale, pourraient expliquer la distribution 

corticale anormale des interneurones PV à P20.  

Toutefois, les conséquences d’une MIA sur les cellules microgliales divergent largement 

(Smolders et al. 2014). De nombreuses études soulèvent des contradictions en termes de 

nombre/densité, de morphologie, et d’expression de marqueurs ou de facteurs des cellules 

microgliales. Par exemple, si l’on se penche sur les inductions de MIA par injection de LPS, 

plusieurs effets très différents ont été rapportés. Par exemple, pour un protocole se 

rapprochant de celui que nous avons utilisé (une injection IP de LPS à 100µg/kg à E12, versus 

une injection de LPS à 120 µg/kg à E13.5 dans notre cas), une augmentation relative de la 

proportion des cellules microgliales amiboïdes par rapport aux cellules ramifiées dans 

l’amygdale a été rapportée à divers stades postnataux (P7, P14 et P40). Ce phénotype 

s’accompagnait de la surexpression de plusieurs interleukines et du TNFα (O’Loughlin et al., 

2017). Un autre groupe a rapporté qu’une MIA induite par une injection IV de LPS (50 µg/kg 

à E.15) n’avait absolument aucun effet sur la densité microgliale corticale aux stades 

postnatals (Hsueh et al. 2017). Il est donc difficile de prédire les effets de la MIA sur les 

propriétés microgliales dans notre modèle. Néanmoins, nous n’avons pas observé de 

modifications postnatales de la densité microgliale dans le cortex somatosensoriel. 

Nos données révèlent la répartition spatiale des somas des interneurones PV, mais il serait 

intéressant d’avoir une aussi une idée de la répartition des arborisations axonales. Nos 

données préliminaires de remplissage à la neurobiotine des interneurones des tonneaux ne 

suggèrent pour l’instant qu’une importante variabilité de l’organisation spatiale axonale et 

dendritique des cellules FS. Des analyses morphologiques plus approfondies sont donc 

nécessaires. 
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2. Conséquences fonctionnelles de la MIA et de la déplétion embryonnaire chez les 

souris juvéniles et adultes 

La déplétion et la MIA in utero affectent la transmission inhibitrice unitaire à P20 et à P60.En 

plus de cette augmentation du nombre de cellules PV à P20, nous avons également observé 

une hausse drastique de la force des connexions unitaires aux synapses FS → PC de la L4, 

suggérant une augmentation du nombre de boutons synaptiques, de récepteurs 

postsynaptiques activé, ou bien un défaut d’élagage des connexions. Il faut noter que nos 

analyses préliminaires indiquent une augmentation du nombre de sites synaptiques 

fonctionnels par connexion unitaire et une augmentation légère mais constante de la 

probabilité de libération (Fig. III.4). De façon intéressante, ce défaut de libération est retrouvé 

à P60, mais seulement chez les animaux déplétés, pas après MIA. Il s’agit là de la seule 

différence que nous ayons observée entre les deux protocoles. Il est cependant très 

probablement qu’effectivement ces deux protocoles influencent plusieurs processus de façon 

bien distincte, comme cela a été montré dans la régulation des précurseurs neuronaux durant 

le développement du néocortex (Cunningham et al., 2013).  

De façon surprenante, nous avons aussi découvert une connectivité horizontale aberrante des 

interneurones PV dans nos deux modèles. L’arborisation axonale de ces interneurones est 

d’habitude majoritairement confinée à la colonne corticale, voire restreinte au tonneau, 

contenant le soma (Koelbl et al. 2015 ; Rudy et al. 2011 ; Shigematsu et al. 2018). Après 

MIA ou déplétion microgliale embryonnaire, les axones des cellules PV semblent largement 

atteindre plusieurs colonnes corticales. Cette arborisation exubérante semble bien due à une 

maturation anormale de la morphologie des interneurones puisque nos enregistrements ont été 

effectués en présence d’antagonistes des récepteurs glutamatergiques afin d’éliminer des 

effets indirects via le réseau excitateur. L’hypothèse la plus probable est donc que la MIA et 

la déplétion microgliale embryonnaire transitoire entrainent une dérégulation majeure de la 

croissance axonale ou dans l'élagage des branches surnuméraires.  

Il serait intéressant d’étudier plus précisément la sous-population d’interneurones PV touchée 

par ces altérations. En effet, il a été montré que deux types d’interneurones PV, définit par 

leur développement durant la neurogenèse, early- et late-born (naissent entre E9.5-E10.5 et 

E13.5-E14.5 respectivement) et régulent différentiellement la plasticité sous-tendant 

l’apprentissage (Donato et al. 2015). Les interneurones early-born présentent des niveaux 

d’expression de PV et de GAD67 relativement hauts, ainsi qu’un ratio E/I élevé, alors que les 
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cellules PV late-born expriment peu la PV et GAD67, et sont caractérisés par un rapport E/I 

bas.  

Par conséquent, selon les modèles classiques de schizophrénie et d’autisme, ce sont les 

cellules early- et late-born qui seraient respectivement impliquées (Donato et al. 2015). Selon 

nos modèles de perturbation prénatale, il serait intéressant d’appréhender si les interneurones 

PV générés à ce moment-là sont directement influencés par l’inflammation et/ou la microglie, 

Figure III.4. La MIA et la déplétion microgliale in utero semblent affecter les propriétés 

présynaptiques des synapses inhibitrices entre FS et PC des tonneaux. Représentation 

schématique de la configuration d’enregistrement. Traces moyennes représentatives des courants 

postsynaptiques inhibiteurs évoqués par un train de potentiels d’action dans les interneurones FS de 

tranches coronales à P20 (A) ou de tranches thalamocorticales à P60 (C) de souris contrôles, MIA ou 

déplétées. Comparaison des PPR, calculés comme le rapport d’amplitude de l’EPSC2/EPSC1, entre les 

souris contrôles, MIA et déplétées à P20 (B, Test Kruskal Wallis, p = 0.0011, contrôles : N = 13, n = 

32 ; MIA : N = 13, n = 26 ; déplétés : N = 7, n = 17) et à P60 (D, Test Kruskal Wallis, p = 0.0024, 

contrôles : N = 6, n = 12 ; MIA : N = 4, n = 8 ; déplétés : N = 3, n = 8). 
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et d’examiner les éventuelles différences entre MIA et déplétion. En effet, ces deux sous-

populations sont probablement affectées quel que soit le traitement, mais puisque nous 

interagissons avec le système à E13.5 en MIA, il faudrait regarder plus particulièrement les 

interneurones late-born, tandis que pour la déplétion à E6.5, il faudrait peut-être s’intéresser 

plus précisément aux early-born.  

3. La MIA et la déplétion embryonnaire induisent-elle un déséquilibre de la balance 

excitation-inhibition ? 

Les interneurones PV sont essentiels à l’établissement et la maintenance de l’équilibre entre 

excitation et inhibition dans le cortex, et cette balance E/I est étroitement régulée par la 

plasticité homéostasique (Nelson and Valakh, 2015). Une dérégulation de la balance E/I est 

suspectée comme responsable des déficiences cognitives observées dans de nombreux TSA et 

cas de schizophrénie, et est souvent à l’origine de ce déséquilibre un défaut d’inhibition 

(Kroon et al., 2013). En effet, des anomalies d’expression des transporteurs d’ions chlore 

NKCC1 et KCC2 a été observé chez des patients atteints de schizophrénie, se manifestant par 

des ratios NKCC1/KCC2 immatures (Wu and Sun, 2015). De plus, les analyses de tissus post 

mortem et de modèles murins d’autisme rapportent une diminution systématique du nombre 

d’interneurones PV dans les néocortex (Gogolla et al., 2009), ce qui a dernièrement été 

corroboré par certaines données. Par exemple, une MIA induite par injection de poly:(IC) à 

E12.5 entraine l’apparition de « patches corticaux », caractérisés par une cytoarchitecture 

corticale désorganisée dès le développement embryonnaire, et retrouvée chez l’adulte (Yim et 

al. 2017). Ce phénotype cortical s’accompagne d’une perte de marqueurs spécifiques des 

couches corticales, ainsi que d’une diminution du nombre d’interneurones PV dans ces 

« patches » localisé dans le cortex somatosensoriel primaire. Ces anomalies anatomiques sont 

associées à la réduction de la fréquence des mIPSCs, suggérant des déficits présynaptiques, et 

en parallèle à une augmentation du nombre de neurones de S1 exprimant cfos, un marqueur 

d’activité neuronale. De façon intéressante, Yim et collaborateurs ont montré que la taille des 

patchs est corrélée avec la gravité des phénotypes comportementaux induits par leur protocole 

de MIA. En effet, l’augmentation de cette activité dans S1 sous-tend des anomalies 

comportementales (sociales et obsessionnelles), et des comportements normaux peuvent être 

restaurés en diminuant l’activité de S1 par des approches optogénétiques.  

Toutefois, nos observations diffèrent de l’ensemble de ces données. Nous n’avons en effet pas 

relevé de modifications du nombre de cellules PV chez les souris adultes. En revanche, nos 
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données fonctionnelles mesurées à P60 révèlent une diminution de la connectivité inhibitrice, 

comme il l’a été rapporté dans un cas de MIA induite par une injection de Poly:(IC) à E9, sans 

modifications du nombre d’interneurones (Canetta et al. 2016). Cette baisse d’inhibition dans 

le cortex adulte pourrait résulter d’une compensation homéostatique excessive pour tenter 

d’ajuster l’inhibition exacerbée observée chez les jeunes souris de 3 semaines. 

III. Conséquences divergentes d’une perturbation pré- ou post-natale des cellules 

microgliales au niveau des réseaux inhibiteurs 

De façon remarquable, nos protocoles de déplétion microgliale embryonnaire et de MIA ont 

induits des effets anatomiques et fonctionnels très semblables. Bien qu’il ait été rapporté que 

les conséquences d’une activation microgliale peuvent être totalement à l’opposé de certaines 

modifications induites par la MIA (Cunningham et al. 2013 ; Squarzoni et al. 2014), 

l’ensemble de nos données indiquent clairement que la MIA détourne les cellules microgliales 

de leurs fonctions physiologiques, nécessaires au développement des réseaux d’interneurones 

néocorticaux.  

En revanche, curieusement, nos données révèlent qu’une élimination microgliale prénatale 

induit des effets totalement opposés à la déplétion microgliale sur la transmission inhibitrice 

aux stades postnatals précoces et chez les adultes. Cela est étonnant car on pourrait penser 

qu’une perturbation de même nature induirait des effets similaires. Cependant, la temporalité 

de ces manipulations semble primordiale, et selon le stade auquel on active ou supprime la 

microglie, les conséquences physiologiques peuvent complètement diverger. 

Globalement, la déplétion microgliale pendant le développement embryonnaire induit au long 

terme une diminution de l'inhibition soutenue par les interneurones inhibiteurs chez la 

descendance adulte. Cette perte d’inhibition est précédée d'une augmentation transitoire du 

nombre de cellules PV, et accompagnée d’une remarquable augmentation et de la connectivité 

fonctionnelle de ces interneurones inhibiteurs, coïncidant avec le stade de sevrage des jeunes 

souris.  

Au contraire, l’élimination de la microglie pendant la première semaine de vie semble 

empêcher la maturation adéquate des connexions GABAergiques au moment de l’émergence 

de la circuiterie inhibitrice, mais plus tard, chez le jeune adulte, l’inhibition thalamocorticale 

est exacerbée, créant un déséquilibre de la balance E/I. Dans ces deux cas de perturbation pré- 
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et post-natale, des dysfonctionnements persistants de la connectivité inhibitrice ont donc été 

observés, même s’ils sont à l’opposé. 

Nos données fonctionnelles préliminaires visant à élucider si les perturbations microgliales 

prénatales affectent la balance E/I à P20 ne sont pas pour l’instant conclusives (Fig. III.5). 

Dans le groupe MIA, il semble exister une tendance mais la différence avec le groupe 

contrôle n’est pas significative (Fig. III.5.C) ; et nous devons augmenter le nombre 

d’animaux examinés après déplétion microgliale, puisque les données obtenues ne 

proviennent que d’une seule portée.  

De multiples raisons peuvent sous-tendre ces résultats contradictoires. La première est 

évidemment technique puisque nous n’avons pas utilisé les mêmes manipulations pour 

dépléter la microglie à ces deux stades. Il existe des données de transcriptomique pour les 

expériences menées avec les antagonistes du récepteur CSF-1 (voir ci-dessous) mais nous 

n’avons pas d’éléments de comparaison pour les déplétions effectuées avec le clodronate. 

Dans ce dernier cas, l’injection des liposomes étant effectuée dans le parenchyme cérébral, 

nous ne pouvons pas totalement exclure une réaction tissulaire de type inflammatoire qui 

pourrait avoir une influence sur les paramètres mesurés. Il faut noter toutefois que nous 

Figure III.5. Effets de la MIA et de la déplétion microgliale in utero sur l’inhibition feedforward 

disynaptique des cellules principales de la couche 4 à P20. A, Schéma de la configuration 

d’enregistrement des réponses monosynaptique excitatrice et disynaptique inhibitrice évoquées dans 

les PC de la L4 par stimulation du thalamus ventrobasal. B, Traces représentatives des EPSCs et 

IPSCs thalamocorticaux évoqués à -70 et 0 mV respectivement chez les souris contrôles, MIA et 

déplétées. C, Comparaison de la proportion d’inhibition feedforward calculée par le ratio des 

amplitudes GABAA/AMPA chez les souris contrôles, MIA et déplétées (Tests Mann-Whitney U, 

contrôles vs MIA p = 0.074 ; contrôles vs déplétées p = 0.19 ou Kruskal Wallis : ns ; contrôles : N = 6, 

n = 14 ; MIA : N = 7, n = 25 ; déplétées : N = 4, n = 10). 
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n’avons pas observé de réactivité astrocytaire (marquage GFAP) et que la déplétion induite 

par le clodronate produit les mêmes effets que ceux observés chez les souris 

CX3CR1Cre/+::BDNFlox/lox, au moins chez les animaux juvéniles (P9-12). Cela n’est donc pas 

en faveur d’un effet du clodronate auquel s’ajouterait une réactivité du parenchyme liée 

l’injection.  

Une seconde explication de ces effets divergents réside dans le fait que la déplétion après la 

naissance, au stade où des réseaux, comme ceux des SPNs transitoires, sont déjà en place, ne 

peut pas affecter la migration des interneurones. Au contraire, la déplétion in utero pourrait 

influencer la mise en place de ces réseaux transitoires essentiels au développement des 

réseaux inhibiteurs matures, notamment ceux impliqués dans l’inhibition feedforward 

(Kanold and Luhmann 2010 ; Marques-Smith et al. 2016). Il serait donc important de tester si, 

d’une part, la déplétion in utero affecte le développement des réseaux inhibiteurs transitoires 

et, d’autre part, si la déplétion postnatale perturbe la distribution laminaire et le nombre 

d’interneurones PV. 

Par ailleurs, ces différences de résultats entre les protocoles de déplétion utilisés pourraient 

aussi simplement s’expliquer par le fait que la microglie entre E10.5 et E14.5 n’exprime pas 

les mêmes gènes qu’à P3-P5 (Matcovitch-Natan et al., 2016) et ne régulent donc 

probablement pas les mêmes processus développementaux. Il serait donc logique dans cette 

optique que ces déplétions à divers stades développementaux induisent des perturbations 

différentes des processus neurodéveloppementaux.  

Une autre possibilité pourrait être liée aux propriétés des microglies qui recolonisent le 

parenchyme cérébral après une déplétion. En effet, après leur élimination pendant le 

développement embryonnaire, les cellules microgliales recolonisent le SNC en 7 à 21 jours 

environ, selon les protocoles utilisés (Elmore et al. 2014 ; Huang et al. 2018). Si la microglie 

est supprimée à E6.5, les cellules microgliales sont donc présentes lors de la première semaine 

post-natale.  

Effectivement, contrairement aux autres cellules du SNC, la microglie fait preuve d’une 

exceptionnelle capacité de régénération. Même en supprimant 99% des cellules microgliales 

avec l’anticorps anti-CSF1R, les cellules microgliales recolonisent le cerveau et la densité 

microgliale normale est restaurée au bout d’une semaine (Elmore et al. 2014). Récemment, 

l’utilisation de différentes souris transgéniques combinée à des approches de cartographie du 

lignage cellulaire a révélé que les cellules microgliales qui repeuplent le cerveau après une 
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déplétion aïgue – dans ce cas précis, induite par le PLX5622, un inhibiteur du CSF1R, 

pendant 14 jours dans l’alimentation chez des souris adultes – proviennent uniquement de la 

prolifération des cellules microgliales résiduelles (Huang et al. 2018). La « nouvelle 

microglie » présente un transcriptome différent de celui de la microglie résidente 

« historique », mais curieusement, cela n'influence pas les transcriptomes de l’ensemble du 

SNC, et donc l’homéostasie du cerveau. Les quelques gènes apparaissant comme 

différentiellement exprimés sont en effet des gènes microgliaux, comme Cx3cr1 ou Tmem119 

(Huang et al. 2018). 

On peut supposer que ces différences de propriétés transcriptomiques sous-tendent des 

fonctions microgliales différentes, et pourraient par exemple expliquer un déficit de libération 

de médiateur ou d’élagage synaptique. Cependant, Huang et ses collaborateurs ont testé la 

réponse des cellules microgliales générées après déplétion à une inflammation induite par le 

LPS, et ont montré que les profils transcriptomiques des « nouvelles » cellules microgliales ne 

différaient pas des « anciennes » résidentes, suggérant qu’elles partagent des fonctions 

similaires à celles de la microglie résidente dans les cerveaux sain et en contexte 

pathologique. Des preuves expérimentales indiquent qu’en plus de la transcription génique, 

des modifications épigénétiques peuvent déterminer le comportement microglial (Garden, 

2013), elles pourraient donc également être impliquées dans les différences observées après 

différentes modalités de déplétion. 

Il est donc certain que les cellules microgliales participent à la maturation des réseaux 

synaptiques inhibiteurs au cours du développement, mais leurs modes d’action ne sont 

toujours pas bien définis. De plus les mécanismes mis en jeu sont certainement différents en 

fonction de l’état de maturation du réseau ou de la structure étudiée.  

En conclusion, la découverte de l’implication des cellules microgliales dans la régulation 

synaptique en conditions physiologiques a changé notre vision de l'importance de ces cellules 

dans la physiologie du SNC et a motivé un grand nombre d'études au cours de la dernière 

décennie. Compte tenu de la capacité de ces cellules immunitaires à réorienter leur phénotype 

en fonction des indices environnementaux, elles peuvent certainement être considérées 

comme le type de cellule le plus plastique du SNC.   
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