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Caractérisation anatomo-fonctionnelle des cellules exprimant les récepteurs D2 a la dopamine
(D2R) dans la moelle spinale de souris

Résumé :

La moelle spinale est un relais majeur permettant aux informations sensorielles percues a la périphérie d’étre
transférées et intégrées au niveau des centres supra-spinaux. Les afférences primaires somatosensorielles
innervent la corne dorsale. Celle-ci est constituée d’un réseau hétérogene de neurones formant des circuits
excitateurs et inhibiteurs complexes. De précédentes études indiquent que ces circuits neuronaux sont
modulés par la dopamine, notamment via les D2R. Un dysfonctionnement des voies dopaminergiques
descendantes peut engendrer des physiopathologies comme le syndrome des jambes sans repos. Cependant,
les mécanismes d’action de la dopamine spinale sont encore trés peu connus. Tous les récepteurs a la
dopamine sont exprimés au niveau spinal. Le plus abondant est le D2R mais le réle et I'identité précise des
cellules exprimant ce récepteur ne sont pas connus. Dans cette étude, nous nous sommes focalisés sur la
caractérisation anatomo-fonctionnelle de ces cellules. Grace au modele murin Drd2-Cre :RiboTag généré au
laboratoire, nous avons démontré que les cellules D2R-positives étaient distribuées tout au long de la moelle
spinale avec une expression préférentielle au niveau de la corne dorsale. Les D2R sont exprimés dans des
populations neuronale trés hétérogenes, aussi bien excitatrices qu’inhibitrices. Pour finir, nous avons montré
que le KO conditionnel du géne drd2 au niveau lombaire n’entraine pas d’ataxie, de paralysie ou d’altération de
la locomotion. L'état des lieux concernant la caractérisation neurochimique des cellules D2R-positives ouvre la
possibilité d’avoir une approche fonctionnelle plus spécifique et d’avoir des perspectives d’études sur les sous-
circuits dopaminergique spinaux.

Mots clés : dopamine, D2R, moelle spinale, hétérogénéité moléculaire, sensorimoteur

Abstract :

The spinal cord is the major relay station for sensory information generated at the periphery and transferred
for processing to the brain. Sensitive primary afferent fibers innervate to the dorsal horn that is populated by a
vast diversity of neurons that forms a complex network of excitatory and inhibitory circuits. Previous studies
indicated that these neuronal ensembles could be modulated by the spinal dopaminergic system notably
through the dopamine D2 receptors (D2R). A dysfunction of descending dopaminergic pathways could lead to
pathology like Rest Less Syndrom. Nevertheless, mechanisms by which dopamine acts are poorly understand.
All dopamine receptors are expressed in the spinal cord, among which D2R is the most abundant, however the
precise identity and role of spinal D2R-cells remains largely unknown. In this study, we focused on the
anatomo-functional characterization of the neurons containing D2R in the mouse spinal cord. Thanks to the
mouse model Drd2:Cre-Ribotag previously developed in our lab, we could show that D2R-positive cells are
expressed all along the spinal cord with a preferential expression in the dorsal horn. D2R are expressed in very
heterogeneous neuronal population, in excitatory and inhibitory cells. Furthermore, we have shown that
conditional KO of drd2 in lumbar cord didn’t lead to ataxia, paralysis or locomotor alteration. This study allows
us to unravel the precise neurochemical identity of D2R-neurons. Future studies could use this descriptive
study to choose a more specific functional approach to better understand spinal dopaminergic pathways using
D2R.

Key words: dopamine, D2R, spinal cord, molecular heterogeneity, sensorimotor
Discipline : Neurosciences
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INTRODUCTION

La moelle spinale est un relais majeur permettant aux informations sensorielles pergues a
la périphérie d’étre transférées et intégrées au niveau des structures supra-spinales. La
moelle est aussi indispensable a la fonction motrice puisque c’est en son sein que sont
hébergés les neurones moteurs recevant les commandes des structures supra-spinales
afin de coordonner les mouvements des muscles dans I'espace. La moelle regoit une tres
grande variété d’'informations correspondant aux différentes modalités somesthésiques
tels que le toucher, la perception de la température, la proprioception ou encore la
nociception. On parle de somatosensation. Toutes ces informations sont générées au
niveau des différents organes innervés (la peau, les muscles, les tendons, les viscéres)
via un panel de différents récepteurs, puis transférées au niveau de la matieére grise de la
moelle spinale via les ganglions rachidiens dorsaux (DRG). Ces derniers contiennent les
corps cellulaires des neurones afférents primaires du systéme somatosensoriel, ces
neurones sont appelés neurones de premier ordre, ou neurones en T, nom issus de leur
morphologie particuliére pseudo-unipolaire (Tandrup, 1995). En effet, une projection
axonale pénétre au niveau des organes sensoriels, et une autre au niveau de la matiére
grise de la corne dorsale de la moelle spinale. |l s’agit des fibres afférentes primaires ou
sensorielles. Cette projection au sein de la moelle se fait de maniére trés organisée en
fonction de la modalité sensorielle et de la région du corps innervé. On parle de

somatotopie (Figure 1).
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La matiére blanche de la moelle spinale est constituée de cellules gliales et de fibres
nerveuses. A l'inverse, la matiére grise est principalement composée de corps cellulaires.
Celle-ci est organisée en dix couches cellulaires différentes appelées laminae. Ces
derniéres ont d’abord été décrites chez le chat par Bror Rexed en 1952 (Rexed, 1952) et
n'ont été validées que plus tard dans d’autres espéces telles que la souris et 'lHomme.
Les laminae (ou couches de Rexed), segmentent la moelle en trois différentes parties : la
corne dorsale (laminae | a VI), la corne ventrale (laminae VIl et IX), et la corne
intermédiaire (lamina VIl et le canal central; la lamina X) (Figure 1). Pour la suite du
manuscrit, nous considérerons les laminae VII et X comme appartenant a la corne
ventrale. La délimitation de chacune de ces couches a été réalisée selon une étude
cytoarchitecturale incluant des critéres morphologiques de taille et de densité des corps
cellulaires (Rexed, 1952). Nous rentrerons dans les détails de cette organisation au cours

de ce chapitre.

La moelle spinale est capable de recevoir et de transférer beaucoup d’informations
différentes. Elle est donc constituée de réseaux complexes de circuits excitateurs et
inhibiteurs, formés par une grande diversité de neurones. Ces derniers different tant dans
leurs propriétés morphologiques, neurochimiques, qu’électrophysiologiques. Il est donc
évident qu’une organisation spatiale bien précise est nécessaire pour ordonner les
différents types de messages arrivant au niveau de la moelle spinale. Ce premier chapitre
d’introduction parlera dans un premier temps de [I'organisation anatomique et
neurochimique de la corne dorsale ainsi que de la fonction des neuropeptides. Dans un

deuxiéme temps jintroduirai 'organisation anatomo-fonctionnelle de la corne ventrale.
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TRENDS in Neurasciences

Figure 1 | Organisation somatotopique de l'innervation sensorielle de la moelle

spinale

Représentation des afférences sensorielles des neurones primaires arrivant au sein des
différentes laminae en fonction de I'information transmise. D’aprés (Lallemend and Ernfors,
2012)

1.2.1 Organisation anatomique et neurochimique

Les afférences primaires portant les informations sensorielles vont arriver au niveau de la
corne dorsale. Comme cité précédemment, la corne dorsale est composée des laminae | a
VI. Les laminae | a lll définissent les couches superficielles. La lamina Il peut étre sous
divisée en deux parties : la couche Il interne (lli) et la couche Il externe (lle). Cette division
anatomique et fonctionnelle est due a l'innervation différentielle des types de neurones
périphériques sensoriels ainsi qu’a la transition entre la zone de la corne dorsale recevant
des informations tactiles douloureuses et celle recevant des informations non

douloureuses. Les laminae IV a VI représentent les couches profondes. En fonction du
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message a transmettre, les fibres nerveuses périphériques vont innerver différentes
laminae, organisant ces couches de la corne dorsales de fagon fonctionnelle (Figure 2).
Les afférences primaires peuvent étre sous-divisées en plusieurs sous catégories, en
fonction de la vitesse de conduction des fibres et de leurs réponses a un stimulus donné.
Trois sous catégories existent : les fibres de gros calibres myélinisés AR impliquées dans
le toucher (on parle de mécanoception) et dans la proprioception, ainsi que les fibres de
plus petit calibre Ad et C impliquées dans la thermoception et la nociception. Les fibres A
et C innervent les couches superficielles, principalement au niveau des laminae | et Il. Les
fibres AR, quant a elle, projettent au niveau des couches profondes de la corne dorsale,
mais envoient aussi des collatérales vers le tronc cérébral (au niveau des noyaux gracile
et cunéiforme, qui forment un relais entre les neurones de premier ordre et ceux de

second ordre de la voie ascendante de la perception tactile).

Sensory discriminative
W Emotional - Aversive

CHT non-peptidergic

C/AB LTMR =

ABLTMR

Cold e
Heoal e
Chemizal =

= Pruritogen
o Mechanical

Figure 2 | Organisation anatomo-fonctionnelle des circuits somatosensosensoriels

D’apres (Peirs and Seal, 2016)
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La grande diversité d’'informations de la corne dorsale est relayée via un réseau complexe
d’interneurones locaux contactant les neurones de projection (Ribeiro-da-Silva and De
Koninck, 2008). Il est communément accepté que deux grandes classes de neurones se

trouvent au niveau de la corne dorsale : les neurones de projection, dont les axones iront

contacter des cibles supra-spinales (citées par la suite) et qui sont donc nécessaires a la

transmission de l'information vers les structures corticales ainsi que les interneurones dont

les axones projettent au sein méme de la moelle spinale.

Les neurones de projection ne représentent qu’une faible portion des neurones de la
corne dorsale, soit, moins de 1 %. Cependant, ils sont indispensables a la transmission du
message somatosensoriel vers les centres supra-spinaux, ou il sera traité. Les neurones
de projection sont des neurones avec des collatérales, et ont donc plusieurs cibles. ||
existe différentes classes de neurones de projection définies en fonction de leurs cibles

supra-spinales :

> Les neurones du tract antérolatérale ALT, correspondant a la voie spino-thalamique.
La majorité de ces neurones de projection sont concentrés au niveau de la couche |,
mais quelques autres sont dispersés au niveau des couches Ill, IV, V et VI. lIs
conduisent les informations nociceptive et thermoceptive au niveau des structures
sous-corticales suivantes : le thalamus, la substance grise périaqueducale (PAG),
l'aire parabrachiale latérale et enfin, la formation réticulée. Ces neurones de
projection sont glutamatergiques et expriment NK1R, (récepteur a la substance P
(SP)) (Ribeiro-da-Silva and De Koninck, 2008). Les neurones du tract ALT (NK1R-

positifs) représentent 80% des neurones de projection ( Yu et al., 1999, 2005).
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» Les neurones post-synaptiques de la colonne dorsale ou PSDC (Post-Synpatic
Dorsal Column). Le prolongement axonal de ces neurones va contacter les
neurones dit de « second ordre » du noyau de la colonne dorsale (DCN pour Dorsal
Column Nuclei). L'information sera ensuite transmise au niveau du thalamus via les
neurones du troisiéme ordre et enfin, vers le cortex somatosensoriel.

» Les neurones du tract spinocervicothalamique ou SCT. Les axones des neurones
du tract SCT feront un premier relais au niveau du noyau de la colonne latérale

(LCN) avant de croiser la ligne médiane pour contacter les neurones du thalamus.

Les neurones de projection PSDC et SCT sont localisés au niveau des couches lll et V. lIs
sont principalement sollicités pour conduire les informations tactiles non nocives au niveau

du rhombencéphale.

Les interneurones jouent un réle crucial dans lintégration sensorimotrice. La
grande majorité des neurones des couches superficielles de la corne dorsale sont des
interneurones. En effet, ils représentent 100 % des neurones de la couche Il et entre 90 et
95 % des neurones de la couche | (Gutierrez-Mecinas et al., 2016; Spike et al., 2003).
Beaucoup d’études visent a classifier les interneurones de la corne dorsale. Différentes
approches ont été mises en ceuvre, la plus ancienne étant la caractérisation
morphologique, se basant sur la forme de I'arbre dendritique ainsi que sur la localisation
au sein de la lamina Il (Grudt and Perl, 2002). De cette fagon, quatre classes
d’interneurones majeures de la corne dorsale, s’étendant sur I'axe rostro-caudal, ont été

identifiées chez le hamster (Grudt and Perl, 2002) (Figure 3) :

- les cellules enilot (islet cell)
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- les cellules verticales
- les cellules radiales
- les cellules centrales

Cette caractérisation a été plus tard confirmée chez le rat (Yasaka et al., 2007). L'aspect
fonctionnel a pu étre corrélé aux morphologies de ces populations ; en effet, les cellules
en ilot regroupent les interneurones inhibiteurs alors que les cellules verticales et radiales
regroupent les interneurones excitateurs (Todd, 2017). Enfin, les cellules centrales
regroupent aussi bien des interneurones inhibiteurs qu’excitateurs (Todd, 2017) indiquant
que la classification morphologique ne tient pas entierement compte de la diversité
fonctionnelle de ces interneurones. La corrélation entre cette caractérisation
morphologique et l'aspect fonctionnelle n’est ainsi pas clairement établie, ce qui
représente une limite a cette approche. De plus, cette caractérisation ne considére que les
interneurones de la lamina Il. Enfin, il s’avére que 20 a 25% des neurones restent non
identifiés car leur morphologie ne correspond a aucun des quatre groupes précédemment

cités (Grudt and Perl, 2002; Yasaka et al., 2007).
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Images prises en microscopie confocale montrant les corps cellulaires et les prolongements
des quatre classes d’interneurones de la lamina Il issues de tranches parasagittales d’'une

moelle spinale de rat. D’apres (Todd, 2017)

Pour identifier des sous-populations fonctionnelles distinctes et spécifiques
d’interneurones, une autre approche est largement utilisée : I'approche neurochimique.
Celle-ci se base sur la classification de deux grandes familles d’interneurones : les
inhibiteurs (utilisant le GABA et/ou la glycine comme principal(aux) neurotransmetteur(s))
et les excitateurs (glutamatergiques). En effet, il existe plusieurs peptides et protéines qui
sont exprimés par des sous-types d’interneurones au niveau des laminae |, Il et Il et qui

sont utilisés comme marqueurs de sous-populations.

Enfin, plus récemment, I'approche transcriptomique par scRNAseq (single cell
RNAsequencing) a permis de raffiner encore d’avantage la diversité des interneurones. I
avait déja été décrit précédemment par des techniques d’hybridation in situ que les
interneurones de la corne dorsale exprimaient les transporteurs vésiculaires du glutamate
Vglut2 (sic17a6) et du GABA Vgat (slc32a1). Avec I'analyse scRNAseq des neurones de
souris Vglut2®FP et Vgatidomao. j| gst désormais possible de caractériser de nouveaux sous-
groupes sur la base de leurs profils transcriptomique, la moitié étant GABAergique, l'autre

étant glutamatergique (Haring et al., 2018) (Figure 4).
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Figure 4 | Classification transcriptomique des interneurones de la corne dorsale

superficielle

(a) Analyse de scRNAseq aprés dissociation et tri par FACS des cellules de la corne
dorsale de souris Vgattdomato gt \VVglut2®FP, (b) Représentation hiérarchique des différents
types neuronaux en fonction de I'expression des différents génes. La partie du haut
représente les 15 classes d’interneurones glutamatergiques, la partie du bas représente

les 15 classes d’interneurones GABAergiques D’aprés (Héring et al., 2018)

. Les interneurones inhibiteurs (Figure 5)

Les interneurones inhibiteurs sont distribués uniformément entre les laminae I, Il et lll. lls
représentent 26 % des neurones des couches | et |l et 38 % des neurones de la couche Il
(Polgar et al., 2013a). Les interneurones glycinergiques représentent 90% des
interneurones inhibiteurs des couches profondes Il a VI contre 20% dans les laminae
superficielles | et Il (Foster et al., 2015; Todd, 2017). Cependant, il est établi que la co-
libération des neurotransmetteurs inhibiteurs GABA et glycine existe au niveau des
couches I, Il et lll (Todd and Sullivan, 1990). La majorité des interneurones glycine-positifs

co-expriment le GABA.
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PaI'Va Iby, i,

Figure 5 | Proportions des interneurones inhibiteurs de la corne dorsale superficielle

appartenant a différentes populations neurochimiques.

La section en violet représente la population co-exprimant les marqueurs nNos et
galanine/dynorphine. La section en marron représente la population co-exprimant les

marqueurs galanine/dynorphine et le neuropeptide Y (NPY). D’aprés Boyle et al., 2017

° Les interneurones excitateurs (Figure 6)

Contrairement au cortex cérébral, il existe des interneurones excitateurs au niveau de la
moelle spinale. Ceux-ci contribuent a l'intégration des informations sensorielles. Ces
interneurones sont tous glutamatergiques et correspondent a la majorité des neurones de
la corne dorsale soit environ 75 % de tous les neurones des couches | et |l et environ 60%
de ceux de la couche Ill (Polgar et al., 2013b; Yasaka et al., 2010). On a longtemps
considéré un interneurone comme excitateur lorsqu’il n’exprimait ni le GABA ni la glycine.
Il a ensuite été mis en évidence que lutilisation du transporteur du glutamate Vglut2
pouvait étre utilis€é comme marqueur de neurones excitateurs au niveau de la corne

dorsale de la moelle spinale (Todd et al., 2003).
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Figure 6 | Proportions des interneurones excitateurs de la corne dorsale superficielle

appartenant a différentes populations neurochimiques

NKB : Neurokinin B ; NTS : Neurotensine ; SST : Somatostatine ; Npff :Neuropeptide FF ;
GRP : Gastrin-Releasing Peptide. D’aprés Gutierrez-Mecinas et al., 2019

Comme mentionné précédemment, 'approche neurochimique a permis de définir certains
marqueurs de sous-populations d’interneurones inhibiteurs et excitateurs au niveau de la
corne dorsale superficielle. Les détails de ces marqueurs sont répertoriés dans le tableau
1. Il est important de noter que certains marqueurs sont exclusivement restreints a une
population d’interneurones, c’est le cas pour le neuropeptide Y (NPY) ou la galanine par
exemple, exprimés seulement dans les interneurones inhibiteurs (GABAergiques et/ou
glycinergiques). C’est également le cas pour la neurotensine (NTS), la somatostatine (SST)
et la neurokinine B (NKB), exclusivement exprimés dans les interneurones excitateurs
(glutamatergiques). A linverse, d’autres marqueurs tels que les opioides endogénes

(enképhaline et dynorphine) sont exprimés dans ces deux familles, bien qu’il existe trés
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souvent une expression préférentielle entre 'une des deux familles (Frangois et al., 2017a;

Sardella et al.,

2011). Il est également possible que certains marqueurs définissant des

populations co-localisent entre eux, c’est le cas par exemple de la calrétinine et de la

PKCy.
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-Perception de la douleur

-Transmission de l'information
nociceptive mécanique

- effet anti-nociceptif

-Transmission de l'information
nociceptive et de démangeaison

-Transmission de l'information tactile
légére émanant de stimuli non nocifs

-Important dans le rétrocontrdle
permettant la correction du
mouvement moteur

-Participe au rétrocontréle du circuit
moteur

-Participe a la réduction de [leffet
anti-nociceptif des opioides

-Perception de stimuli tactile

-Impliqué dans allodynie mécanique
due a une douleur neuropathique

-Implication dans I'allodynie
meécanique -Perception des
stimuli tactiles

Neurone envoyant les informations
nociceptives par la voie du tractus
ATL

Lorsque le neurotransmetteur (NT) est en gras, cela signifie qu’il s’agit du NT

principalement utilisé par le neurone.

L'activité des interneurones de la corne dorsale est principalement modulée par le

glutamate, le GABA et la glycine. Cependant, les neuropeptides sont aussi des éléments
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essentiels participant a la transmission et a la modulation des informations
sensorimotrices (Todd, 2017). Dans ce paragraphe seront présentés d’une part des
neuropeptides participant majoritairement a la transmission de l'information (SP, CGRP,
NPY et SST) et d’autre part des neuropeptides ainsi que des monoamines participants

plutot a la modulation de l'information (Sérotonine, opioides, dopamine).
o Transmission de I'information

Certains neuropeptides agissent sur plusieurs des réseaux spinaux permettant la
transmission des informations sensorielles. Comme déja mentionné, c’est au niveau des
ganglions rachidiens dorsaux (DRG pour dorsal root ganglia) que se trouvent les neurones
sensoriels primaires (Basbaum et al., 2009; Delmas et al., 2011), transmettant
linformation de la périphérie au niveau de la corne dorsale. Au sein de ces DRG, la
grande maijorité des neurones sont glutamatergiques (Broman et al., 1993; Yoshimura and
Jessell, 1989). On retrouve deux classes de neurones primaires sensoriels: les
peptidergiques et les non-peptidergiques. Les neurones sensoriels primaires
peptidergiques expriment le CGRP (Calcitonin gene-related peptide) (Gibson et al., 1984 ;
Chung et al., 1988) ainsi que la SP (substance P). Ces deux peptides sont impliqués dans
linitiation du processus d’inflammation ainsi que dans la transmission du message de

démangeaison et de nociception (Dickie et al., 2019; St John Smith et al., 2010).

Il existe deux autres peptides largement étudiés et impliqués dans la transmission de

I'information sensorielle : le NPY et la SST.

Les neurones NPY-positifs se situent au niveau des laminae superficielles. lls sont activés
par des stimuli mécaniques nociceptifs et de démangeaison (Lai et al., 2016). Ces

neurones sont majoritairement contactés par les fibore Ad et AR LTMRs et envoient leurs
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projections au niveau des neurones de la voie ascendante spino-thalamique ainsi qu’au
niveau des neurones PKCy (Sardella et al., 2011). Comme mentionné dans le tableau 1,
les neurones NPY sont des interneurones inhibiteurs. Les récepteurs au NPY sont
présents sur les neurones primaires CGPR-positifs, leur conférant un rdéle dans la
transmission de l'information de démangeaison et de nociception . Notons que l'action
anti-nociceptive du NPY pourrait passer par I'inhibition de la SP. En effet, les modéles
animaux de douleur inflammatoire présentent une augmentation de I'expression des
récepteurs Y1R au NPY. Une injection intrathéchale (IT) de NPY cause l'internalisation des
récepteurs NK1R et donc, une diminution de l'action de la SP (Taylor et al., 2014). Ce role
analgésique évident du NPY a été mis en avant de différentes maniéres. L’administration
IT de NPY entraine une analgésie aprés une stimulation thermique (Hua et al., 1991).
L’administration centrale de NPY est quant a elle, capable de réduire la douleur dans
différents modeéles de douleur chronique (Intondi et al., 2008; Solway et al., 2011). De plus,
un animal déficient pour le NPY présente une allodynie (sensation de douleur induite
normalement par un stimulus indolore) mécanique et thermique avant ou aprés induction
de douleur chronique (par lésion périphérique) indiquant que le NPY joue un rdle
permanent dans la suppression de I'allodynie due a la douleur chronique (Solway et al.,

2011) (Figure 7)
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Nociceptive Dorsal horn of PERIPHERAL
neuron spinal cord NERVE INJURY

Figure 7 | Implication du NPY dans la transmission du message nociceptif

En rouge : interneurones excitateurs. En jaune : interneurones inhibiteurs. En bleu : Tractus
spino-thalamique. A. Distribution du NPY et de ses récepteurs Y1R et Y2R au niveau de la
corne dorsale de la moelle spinale et des DRG. En condition physiologique (A) vs condition
pathologique (B) aprés Iésion du nerf périphérique. Diminution des Y1R et augmentation
des Y2R au niveau des DRG. Augmentation de NPY au niveau de la corne dorsale.
Inhibition des afférences primaires par l'activation de Y2R et inhibition des interneurones

excitateurs par Y1R. D’aprés (Diaz-delCastillo et al., 2018)

Concernant la SST, elle est exprimée dans 60% des interneurones excitateurs de la corne
dorsale superficielle (Gutierrez-Mecinas et al., 2016). Les neurones SST-positifs jouent un
réle important dans la transmission de linformation tactile et nociceptive. Les fibres
nociceptives Ad et C contactent les neurones SST-positifs au niveau des laminae lle. Par
ailleurs, les fibres portant I'information mécanique AR contactent les neurones SST-positifs
des laminae lli et lll (Abraira et al., 2017; Peirs et al., 2015). La stimulation de ces

neurones induit une allodynie mécanique et I'ablation de ces neurones ne joue pas sur la
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perception tactile mais entraine une perte de la nociception mécanique aigie (Duan et al.,

2014).

. Modulation de I'information

Il existe trois systémes descendants neuromodulateurs : sérotoninergique (provenant du
noyau de Raphé) noradrénergique, (provenant du Locus Coerulus), et dopaminergique
(provenant du noyau A11). Ces trois systémes sont connus pour moduler les afférences et
les circuits nociceptifs de la corne dorsale. En plus de ces voies descendantes, au sein de
la moelle spinale, le systeme opioidergique est lui aussi capable de moduler les

informations sensorielles qui seront envoyées aux centres supra-spinaux.

Le systéme opioidergique spinal est connu pour jouer un rbéle important dans la
modulation de la douleur. En effet les opioides sont largement utilisés pour traiter les
douleurs chroniques, du fait de leur effet analgésique. Il existe 4 familles d’opioides : les B-
endorphines, les enképhalines, les dynorphines, et la nociceptine/orphanine. lls peuvent
se lier sur 4 types de récepteurs ; mu, delta, kappa, (MOR, DOR, KOR, respectivement) et
ORL (Opioid Receptor-Like). Ces récepteurs sont exprimés difféeremment au niveau des
interneurones et neurones de projection de la corne dorsale ainsi qu'au niveau des

afférences sensorielles primaires (Figure 8) (Wang et al., 2018).
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Figure 8 | Distribution des récepteurs opioidergiques mu et delta au niveau des

circuits spinaux D’apres (Wang et al., 2018)

Le systéeme endogene opioidergique régule la nociception en modulant I'excitabilité et la
neurotransmission au niveau de la moelle spinale et au niveau du RVM (Rostral Ventro-
medial Medulla) (Basbaum et al., 1976; Heinricher et al., 2009). Le RVM est une structure
du rhombencéphale impliquée dans le contréle descendant de la douleur. Les axones des
neurones du RVM innervent fortement la corne dorsale, ou les informations nociceptives
arrivent. Certains opiacés, comme la morphine, peuvent agir au niveau des MOR
exprimés sur des neurones du RVM pour réduire la facilitation a la douleur. Ces opioides
agissent également via les MOR et DOR des DRG pour réduire la nociception. Un des
opioides endogénes tres étudié pour comprendre les mécanismes de modulation
nociceptif est 'enképhaline du fait de sa haute affinité pour les MOR et DOR (Kieffer and
Gavériaux-Ruff, 2002). Les neurones enképhaline-positifs de la corne dorsale sont

largement innervés par les afférences primaires, ainsi que par les neurones
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GABAergiques du RVM (Francois et al., 2017b). L'activation des neurones enképhaline-
positifs par optogénétique entraine une co-libération d’enképhaline et de GABA qui
diminue la transmission des neurones sensoriels primaires au niveau de la corne dorsale.
Cet effet inhibiteur pré-synaptique se fait via les DOR et entraine une réduction de la
nociception mécanique (Frangois et al., 2017b). En recevant des informations des
afférences primaires ainsi que des projections inhibitrices du RVM, les neurones
GABAergiques enképhalines-positifs de la corne dorsale sont impliqués dans une balance

entre facilitation et réduction de la nociception mécanique (Figure 9).

. Acute Chronic
*  stress stress
voor or
*  hM4Di ChR2
in RVM

‘-__ in RVM

or hM4Di in

Dorsal
horn

dorsal horn
GABA== == == GABA ==
Mechanical pain \ Mechanical pain ’ Mechanical pain

Figure 9 | Action des neurones GABAergiques du RVM sur les neurones

Enképhaline-positifs de la corne dorsale : facilitation de la douleur mécanique

(@) Innervation basale des neurones GABAergiques Enk-positifs par les neurones
GABAergiques du RVM. (b) Absence ou diminution de cette innervation par stress aigu ou
DREADD inhibiteurs. (c) Sur-activation de cette innervation par stress chronique ou

optogénétique. D’aprés (Francgois et al., 2017b)
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La sérotonine (5-HT) module principalement la composante nociceptive. Elle peut étre
libérée par des tissus endommagés et agir au niveau périphérique. Ainsi, I'activation de
ses récepteurs présents au niveau des fibres sensorielles (fibores C) a un effet pro-
nociceptif. A l'inverse, au niveau du SNC, les mécanismes d’action de la 5-HT sont plus
complexes. Une faible dose de 5-HT administrée directement dans la moelle (IT) a un effet
anti-nociceptif chez le rat ayant recu une injection intra-plantaire de formaline (douleur
aigiie). A l'inverse, une forte dose de 5-HT administrée en IT a un effet pro-nociceptif sur
ce méme modeéle de douleur aigue (Kayserl et al., 2011) Ces effets opposés peuvent étre
dus a la grande diversité des récepteurs a la 5-HT. |l existe 7 types de récepteurs (5-HT1
7) et au moins 15 sous types (Hannon and Hoyer, 2008). Par exemple, l'activation du
récepteur 5HT1aentraine une inhibition de la cellule alors que l'activation des récepteurs 5-
HT237aentraine une excitation de la cellule (Dogrul et al., 2009; Sasaki et al., 2006). Par
ailleurs, les effets opposés de la 5-HT peuvent aussi étre liés a I'état de douleur (absente,
aigue, chronique) de I'animal. Par exemple, I'activation du récepteur 5-HT7 a un effet pro-
nociceptif chez un modéle de rat sain mais peut diminuer I'’hyperalgésie (douleur
anormalement amplifiée suite a un stimulus nociceptif) dans un modéle de douleur
neuropathique chez le rat (Bardin et al., 2000; Dogrul et al., 2009; Jeong et al., 2004;
Sommer, 2004). Les voies descendantes sérotoninergiques peuvent donc avoir une

influence inhibitrice ou facilitatrice sur la transmission du message nociceptif (Figure 10).
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Figure 10| Implication de la 5-HT dans la modulation de la transmission nociceptive

au niveau du SNC

a. Représentation schématique de [linfluence inhibitrice de la voie descendante
sérotoninergique au niveau de la corne dorsale. b. Influence excitatrice de la voie

descendante sérotoninergique au niveau de la corne dorsale. D’aprés (Bardin, 2011)

La noradrénaline (NA), dont la source spinale principale est le locus coeruleus (noyau A6)
(Bajic and Proudfit, 1999), est libérée par les voies descendantes et joue un réle
modulateur anti-nociceptif via ses récepteurs a1 et a2 (Budai et al., 1998; Eisenach et al.,
1998; Gassner et al., 2009). En effet la NA, via son récepteur a2 peut agir en inhibant les
neurones de projection (Sonohata et al., 2004) ou bien en diminuant la libération des
neurotransmetteurs excitateurs des fibres afférentes primaires (Ueda et al., 1995). Le
récepteur a1, quant a lui, se trouve sur les interneurones GABAergiques, son activation
méne donc au renforcement de I'inhibition du circuit de la douleur, menant a un effet

analgésique (Baba et al., 2000).
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Enfin, c’est dans le deuxiéme chapitre de cette introduction que les effets de la dopamine

(DA) seront évoqués (Section 11.3).

Pour conclure, toutes ces informations révelent le grand niveau de complexité avec
lequel la corne dorsale de la moelle spinale est organisée. Beaucoup d’approches
moléculaires sont utilisées visant a éclaircir ’organisation des populations et sous-
populations de la moelle. La transcriptomique avec le scRNAseq, a récemment
permis d’affiner encore d’avantage la connaissance de I'hétérogénéité neuronale,
notamment dans la ségrégation des deux populations d’interneurones excitateurs
vs inhibiteurs. Cependant, il est encore difficile de faire la corrélation entre I'identité
des différents types cellulaires et I’aspect fonctionnel. Une cartographie de la sorte

reste a établir de fagon a mieux comprendre les circuits spinaux et leur composition.

L'étude de la corne ventrale chez les vertébrés est trés souvent associée a I'étude des
circuits moteurs. En effet, c’est au niveau de la corne ventrale que les commandes
motrices vont s’effectuer, via I'action de divers réseaux d’interneurones pré-moteurs et des
motoneurones dont les axones vont innerver les muscles. La locomotion est basée sur la

régulation de trois aspects majeurs :
- La génération d’un rythme
- La coordination droite-gauche

- La coordination flexion-extension
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Les réseaux locomoteurs spinaux permettant ce contréle sont regroupés en ce que l'on
appelle le CPG (Central Pattern Generator). |l s’agit des circuits neuronaux ayant la
capacité de générer une activité motrice rythmée répétée telles que la marche ou la nage,
en présence ou en l'absence de commandes supra-spinales (Marder and Bucher, 2001,
2007). Les CPG sont localisés au niveau de la corne ventrale (notamment au niveau de la
lamina VIII) (Kiehn, 2016), principalement distribués le long des segments lombaires et
cervicaux, contrélant ainsi les membres postérieurs et inférieurs, respectivement (Kiehn,
2006). Chez les rongeurs, on retrouve également le CGP contrélant les membres
postérieurs au niveau des segments thoraciques les plus caudaux. Il existe un gradient de
la distribution rostro-caudal des CPG qui se traduit par une capacité rythmogénétique
différente, avec une plus grande capacité au niveau rostral qu’au niveau caudal. Ce
gradient rostro-caudal est aussi retrouvé chez d’autres vertébrés tels que le poulet ou la
tortue (Kiehn, 2006). Les CPG s’organisent en réseaux neuronaux complexes formés
d’interneurones et de motoneurones. Ce sont les interneurones pré-moteurs qui
moduleront les motoneurones pour envoyer une information motrice adéquate aux

muscles.

Les interneurones pré-moteurs de la corne ventrale peuvent étre divisés en populations
genétiquement distinctes, en fonction de I'expression de certains facteurs de transcription
(cités dans la figure 9). Ainsi, quatre classes majeurs d’interneurones ont été identifiées :
VO, V1, V2 et V3. Il est aussi possible de regrouper ces différentes classes
d’interneurones en fonction de leurs caractéristiques fonctionnelles, ainsi il existe les

interneurones ipsilatéraux et les interneurones controlatéraux.
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Les interneurones ipsilatéraux correspondent aux interneurones dont les prolongements
iront contacter les motoneurones du méme cé6té. Cette population neuronale a été

identifiee comme étant impliquée dans la coordination flexion-extension (Kiehn, 2006).

La premiére population génétiquement identifiée dans les neurones ipsilatéraux est la
classe V1, en 1997 (Burrill et al.). Ces interneurones sont inhibiteurs (Li et al., 2014) et
forment une classe hétérogéne. En effet, on y retrouve les cellules de Renshaws (CR) et
les interneurones la (lalN) (Stam et al., 2012). Ces deux types cellulaires sont actifs
pendant la locomotion (McCrea et al., 1980; Noga et al., 1987; Pratt and Jordan, 1980).
Plus récemment, 18 sous types d’interneurones V1 ont été identifiés par I'expression de
facteurs de transcription (Bikoff et al., 2016). En plus d’étre impliqués dans la coordination
flexion-extension, les interneurones V1 régulent aussi la fréquence locomotrice (Gosgnach

et al., 2006).

La deuxiéme classe d’interneurones ipsilatéraux est la classe V2. Celle-ci est divisée en
deux sous classes : les interneurones V2a, qui sont excitateurs, et les interneurones V2b
qui sont inhibiteurs (Lundfald et al., 2007; Peng et al., 2007). La sous classe V2a est
également impliquée dans la régulation de motoneurones controlatéraux contrélant la
coordination droite/gauche (Crone et al., 2009; Lanuza et al.) ainsi que la génération du

rythme (Ljunggren et al., 2014) (Figure 11).

Les interneurones commissuraux correspondent aux interneurones envoyant leurs
projections du cété controlatéral de la moelle spinale et contrdlent ainsi les motoneurones

impliqués dans la coordination droite/gauche.
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Les premiers interneurones commissuraux identifies comme étant impliquée dans cette
coordination sont ceux de la classe VO (Pierani et al., 2001). Parmi cette classe, on
distingue deux sous types d’'interneurones : Les VO, (pour ventral) et les VOq (pour dorsal)
(Moran-Rivard et al.; Pierani et al., 2001). Ces deux sous types ont des caractéristiques
complémentaires pour la coordination droite/gauche. Les V0q4 sont des interneurones
inhibiteurs et coordonnent I'activité droite/gauche pendant une locomotion lente via une
connexion monosynaptique controlatérale avec les motoneurones (Figure 11 et 12). Les
VO0y, quant a eux sont excitateurs et s’activent lorsque le rythme locomoteur s’accélére en
activant les interneurones controlatéraux inhibiteurs de dernier ordre (Talpalar et al., 2013)
(Figure 11 et 12). Notons qu'’il existe une population restreinte d’interneurones VO qui sont
cholinergiques : les VO; Ceux-la sont ipsilatéraux et contactent directement les
motoneurones pour contréler leur fréquence de décharge (Figure 11 et 12) (Zagoraiou et

al., 2009).

La deuxiéme classe d’interneurones commissuraux est la classe V3. Cette population est
hétérogéne et, contrairement aux trois autres qui se situent uniquement dans les laminae
VII et VIII, ils sont également exprimés dans les laminae IV et V des segments lombaires
et thoraciques. Les interneurones V3 sont excitateurs et sont impliqués dans la

coordination droite/gauche pendant la locomotion (Ljunggren et al., 2014) (Figure 11 et 12).
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POPULATION SUBSET PROPOSED FUNCTION DURING LOCOMOTION
DMRT3 Coordinated locomotor movements
d |6 Wit1 Unknown
DMRT3IMH Unknown
Vo, Dbx1/Pax? Left right coordination at slow locomotor speed
VU Vo, Dbx1/Evx1 Left right coordination at fast locomotor speed
V0. Dbxl/Evxl/Pitx2 Modulation of ipsilateral motoneuron firing
RC En1/Foxd3/0c1/Oc2iMafB Control of ipsilateral motoneuron activity via recurrent inhibition
V1 lalN | EntlFoxP2 Contral of ipsilateral motoneuron activity via resiprocal inhibition
Ent | Control of locomotor speed
V2b GATAZ Gontrol of ipsilateral flexoriextensor coordination
V2 VZa Chx10 Left right coordination at fast locomotor speed
Chx10/Shox2 Burst variability of motoneurons.
V3 Sim1 Ipsilateral and contralateral coordination.

L MNs

Figure 11 | Identité génétique, fonctions locomotrices et connexions synaptiques

des sous-populations d'interneurones ventraux pré-moteurs. D’apres Gosgnach et al.,

2017
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Figure 12 | Représentation schématique des réseaux locomoteurs spinaux

Schéma des connexions synaptiques des interneurones de la corne ventrale
génétiquement identifiés impliqués dans la coordination (a) Flexion/Extension et (b)
Droite/Gauche. MNs : Motoneurones. F : Flexion. E : Extension. L : Left. R : Right. D’apres
Cété et al., 2018

1.3.1.c Autres

D’autres types d’interneurones n’appartenant a aucune de ces quatre classes sont dits
« dorsaux ». Parmi ceux-la, un type migre dans la partie ventrale aprés la naissance, pour
faire partie du CPG : les interneurones dorsaux 6 (ld6) (Figure 13) (Lai et al., 2016).
Ceux-ci vont moduler la coordination du mouvement. Les Id6 contactent les motoneurones
ipsilatéraux et controlatéraux de fagon monosynaptique pour moduler la coordination

droite/gauche (Andersson et al., 2012).
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Embryonic

Figure | Migration des neurones pendant le développement spinal
lllustration montrant l'origine du progéniteur des interneurones ventraux |d6 D’aprés Lai et

al., 2016

Les motoneurones constituent la voie de sortie des différentes informations motrices.
Certaines viennent des afférences sensorielles, détectant la tension des muscles par
exemple, et d’autres viennent des sources supra-spinales (ex : les ganglions de la base ou
GDB) formant le contréle moteur descendant dans le but d’initier, de maintenir et de

stopper le mouvement.

Par ailleurs, comme énoncé précédemment, I'activité de ces motoneurones est contrélée
par un réseau d’interneurones pré-moteurs du CPG afin de controler le rythme et la

coordination des mouvements. Les motoneurones qui sont localisés dans les laminae VIl
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et IX de la corne ventrale, vont directement contacter les muscles effecteurs. Il existe deux
types majeurs de motoneurones : les motoneurones a et les motoneurones y. Les
axones de ces motoneurones sont contenus dans les fibres Aa et Ay, respectivement. Les
fibres Aa acheminent les axones efférents des motoneurones a qui permettent le contréle
de la contraction des muscles squelettiques (extra-fusoriales). Les fibres Ay acheminent
les axones efférents des motoneurones vy (intra-fusoriale) et permettent la contraction des

fuseaux musculaires.

Dans la corne dorsale nous avons vu qu’il existe une organisation somatotopique
déterminant la place des neurones sensoriels : il en va de méme au sein de la corne
ventrale. En effet, il existe une organisation musculotopique des motoneurones. Au niveau
lombaire on retrouve deux classes de motoneurones : ceux contrélant les muscles axiaux
positionnés au niveau de la colonne motrice médiane, MMC (Medial Motor Column) et
ceux contrélant les muscles distaux (les membres) distribués au niveau de la colonne
motrice latérale, LMC (Lateral motor column). Ces deux familles de motoneurones

constituent la cible des CPG.

Enfin, comme il a été mentionné au début de ce paragraphe, une des composantes
essentielles a l'activité motrice est la génération du rythme. La principale source
« pacemaker » des CPG est composée d’interneurones ipsilatéraux excitateurs de
derniers ordres exprimant le facteur de transcription Hb9 (basic helix-loop-helix domain
containing, class B, 9) que I'on retrouve également au niveau des motoneurones au cours
du développement embryonnaire (Bréjot et al., 2006). Les interneurones Hb9 se trouvent
au niveau ventro-médial des segments L1-L3 de la moelle spinale de rongeur (Wilson,

2005) (Wilson et al., 2005). Une étude sur moelle isolée a permis lidentification de
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plusieurs caractéristiques rythmogénétiques des interneurones Hb9 (Hinckley et al., 2005).

Ceux-ci s’activent pendant la locomotion et pour générer et maintenir un rythme adéquat.

Pour conclure, les réseaux moteurs spinaux sont relativement bien décrits et on
retrouve également au niveau de la corne ventrale une complexité importante des
populations neuronales. Les circuits neuronaux impliqués dans la locomotion sont
donc principalement composés de deux éléments majeurs : les interneurones pré-
moteurs et les motoneurones. Ceux-ci forment un réseau indispensable a la
coordination motrice des vertébrés (Figure 14). Ces réseaux moteurs sont
également modulés par des voies monoaminergiques descendantes. Le role de la

dopamine dans le contréle moteur sera détaillé dans le chapitre suivant.

Type of neurons
@—1— Sensory neuron
@—— Motoneuron
@------- Interneuron (lalN, IbIN, or group Il INs)
@— Renshaw cell

MG

Synaptic action TA || \V/ soL

— Excitatory
Inhibitory
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Présentation des différents types neuronaux impliqués dans le mouvement moteur. D’aprés

Coté et al., 2018

La dopamine (DA), identifiée en 1938 par Holtz a d’abord été décrite comme un
précurseur de la noradrénaline en 1957 par Montagu. Elle n’a été considérée comme un
neuromodulateur a part entiére que 21 ans aprés sa découverte (Carlsson, 1959). La
dopamine est un des neuromodulateurs les plus abondants du systéme nerveux central
(SNC) qui joue un réle crucial dans de nombreuses fonctions physiologiques telles que la
fonction motrice, la motivation, la mémoire, 'apprentissage ou encore la douleur (Flagel et
al.,, 2011; Sharples et al.,, 2014a; Volkow et al., 2011). Une altération du systéme
dopaminergique peut donc avoir des conséquences importantes et trés variées tels que la
maladie de Parkinson, la douleur céphalique chronique, la fibromyalgie, le syndrome des

jambes sans repos,...(Carlsson, 1959; Clemens et al., 2006; Lapirot et al., 2011).

Dans ce deuxiéme chapitre, nous nous focaliserons sur la modulation dopaminergique au
niveau spinal. Nous décrirons dans un premier temps la source de dopamine spinale. Puis,
nous nous concentrerons sur les récepteurs a la dopamine et sur leur patron d’expression
au niveau de la moelle. Enfin, une description des circuits spinaux connus pour étre
modulés par la dopamine viendra cléturer ce chapitre. L'objectif de ce travail étant
d’apporter une caractérisation moléculaire des cellules exprimant son récepteur D2 (D2R)
ainsi qu’une caractérisation fonctionnelle de ce récepteur au niveau lombaire de la moelle

spinale de souris.
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Il est d’abord important de connaitre I'origine de la dopamine qui arrive au niveau de la
moelle spinale pour moduler les différents circuits spinaux. Dans un premier temps, la
machinerie enzymatique nécessaire a l'identification d’'un neurone dopaminergique sera
détaillée, puis les différents noyaux dopaminergiques au sein du SNC seront énoncés.

Enfin, une description du noyau A11 sera présentée.

I.1.1 Caractéristiques des neurones dopaminergiques

Les neurones dopaminergiques sont définis par la présence d’une machinerie
enzymatique complexe qui permet la synthése, le stockage, la libération et |la recapture de
la dopamine. D’abord, deux enzymes sont nécessaires a la synthése de dopamine ; la
tyrosine hydroxylase ou TH, enzyme qui permet la conversion de tyrosine en L-DOPA et
I’Aromatic-L-Amino Décarboxylase ou AADC, qui va synthétiser la dopamine a partir de la
L-DOPA (Figure 15). Ensuite, pour stocker la dopamine dans les vésicules synaptiques, le
transporteur vésiculaire de monoamine VMAT2 est indispensable. Aprés fusion vésiculaire
a la membrane du neurone, la dopamine est libérée au niveau de la fente synaptique. Son
transporteur DAT (Dopamine Transporteur) est nécessaire a la recapture de la dopamine
(Figure 14 | Représentation schématique de la machinerie enzymatique d'un neurone
dopaminergique). Cette machinerie enzymatique permet donc d’identifier les neurones
dopaminergiques en utilisant ces différents marqueurs. Cependant, il existe des neurones
dopaminergiques ne contenant pas le DAT, c’est le cas pour le noyau A11 par exemple.
Ceci laisse supposer d'une plus grande concentration extracellulaire de dopamine au
niveau de la fente synaptique et d’'un effet a plus long terme de celle-ci, ce qui a été

montré avec des souris KO pour le DAT au niveau du striatum de souris (Jones et al.,
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1998). Notons que le transporteur a la noradrénaline (NET) peut également permettre la
recapture de dopamine. C’est le cas au niveau de I'hippocampe et du cortex frontal
(Borgkvist et al., 2011; Mor6n et al.,, 2002). Dans la continuité de cette description
enzymatique, il est aussi important de souligner que la TH peut également étre un
marqueur de neurones noradrénergiques. En effet, la dopamine via 'enzyme dopamine-
beta-décarboxylase ou DBH peut étre transformée en noradrénaline (Figure 14). Donc,
'expression de TH a elle seule ne permet pas de déterminer s’il s’agit d’'un neurone
dopaminergique ou noradrénergique. La TH est donc indispensable mais n’est pas

suffisante comme seul marqueur déterminant l'identité d’'un neurone dopaminergique.

Neurone Neurorie

Tyrosine p
dopaminergique T Adrénergique

L-DOPA

AADC

Dopamine
7 Auto-récepteur
Pré synaptique

XY
4 D2R

Noradrénaline

PNMT

Adrénaline

récepteur
, Post synaptique
recepteur D1R-like
Post synaptique
D2R-like

Figure 14 | Représentation schématique de la machinerie enzymatique d'un neurone

dopaminergique

(Gauche) Cascade enzymatique permettant la synthése de DA et de NA. (Droite)

Machinerie enzymatique nécessaire au stockage et a la recapture de la DA.
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11.1.2 Les noyaux dopaminerqgiques

Dans les années 1960-1970, plusieurs noyaux contenant les corps cellulaires des
neurones dopaminergiques ont été décrits ainsi que leurs projections axonales vers leurs
cibles. Ainsi, chez les mammiféres, les neurones a dopamine sont regroupés en neuf
noyaux dopaminergiques de A8 a A16, et sont répartis au sein du cerveau, entre le
mésencéphale et le bulbe olfactif (Dahlstroem and Fuxe, 1964) (Figure 15). Cette
nomenclature vient du A de Aminergic cell, regroupant la description de 17 noyaux au total

(A1 a A17) de cellules aminergiques (Carlsson et al., 1964; Dahlstroem and Fuxe, 1964).

Cortex

Figure 15 | Distribution des noyaux dopaminergiques au sein du SNC

Représentation des différentes voies dopaminergiques et des noyaux associés. A8 : Aire
Rétrorubrale ; A9 : Substance Noire; A10: ATV ; A11: Zone Périventriculaire de
I'Hypothalamus Postérieur ; A12 : Noyau arqué de I'Hypothalamus ; A13 : Hypothalamus
Dorsale ; A14 : Noyau Périventriculaire ; A15: Aire Préoptique Dorsale ; A16 :Glomérule
du BO. D’apres Bjorklund et Dunett., 2007
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Dans ce paragraphe nous allons nous intéresser au noyau A11. Celui-ci est conservé d’un
point de vue évolutif du zebrafish (Lambert et al., 2012; Ryu et al., 2007) aux mammiféres
(Barraud et al., 2010). Il est situé au niveau périventriculaire de I'hypothalamus (région
postérieure), proche du troisieme ventricule (Figure 16) (Barraud et al., 2010; Koblinger et

al., 2014; Sharples et al., 2014a; Skagerberg et al., 1982).

(a) Localisation du A11 au sein du cerveau. (b) Immunohistochimie anti-TH au niveau du

A11. D’apres Koblinger et al., 2014

Si I'on s’intéresse a la connectivité de ce noyau, il a été montré au travers de plusieurs
études que le A11 recevait des afférences de régions impliquées dans la modulation de la
douleur tels que la substance grise périaqueducale et le noyau parabrachial (Abrahamson
and Moore, 2001; Qu et al., 2006). Le cortex cingulaire, le cortex infralimbique et la strie

terminale, structures impliquées, entre autre, dans I'aspect émotionnel de la perception
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douloureuse, projettent également vers le noyau A11 (Johansen et al., 2001; Rainville et

al., 1997; Thibault et al., 2014).

11.1.3 Evidence du A11 comme source dopaminerqgique spinale

En 1979, le noyau A11 est d’abord identifi¢ chez le rat comme étant la source
dopaminergique primaire de la moelle spinale (Bjorklund and Skagerberg, 1979). Ce n’est
qu'en 2006 que cette évidence est mise en avant chez la souris (Qu et al., 2006) et
reconfirmée plus tard en 2014, par les travaux de Koblinger montrant aussi que
I'innervation dopaminergique du A11 concerne tous les segments de la moelle épiniére
(Koblinger et al., 2014). Les neurones du A11 projettent principalement au niveau de la
corne dorsale, mais une innervation de la corne ventrale est néanmoins observée
(Skagerberg et al., 1982). On parle de voie (ou de neurone) diencéphalospinale. Comme
c’est le cas pour la plupart des noyaux monoaminergiques, les neurones du A11 envoient
des collatérales au niveau de plusieurs autres structures cérébrales : le cortex préfrontal,
'amygdale et le noyau du Raphé dorsal (Peyron et al., 1995; Takada et al., 1988). Il a été
montré qu’une lésion du A11 entrainait une diminution de la dopamine au niveau lombaire
de la moelle spinale (Zhao et al., 2007) qui s'accompagne d’une altération de I'expression
des récepteurs D1R, D2R et D3R spinaux (les récepteurs dopaminergiques feront I'objet
d’'une partie a part, section 11.2). On retrouve une augmentation de I'expression des D1R
alors qu’il y a une diminution de I'expression des D2R et D3R et des ARNm associés

(Zhao et al., 2007).

e Les neurones diencéphalospinaux

Les neurones diencéphalospinaux positifs pour la TH expriment également 'AADC et le

VMAT2 (Barraud et al., 2010; Koblinger et al., 2014; Pappas et al., 2008). Il est intéressant
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de noter 'absence de DAT au niveau du A11, entrainant potentiellement une plus forte
concentration de dopamine extracellulaire au niveau de la moelle spinale (Koblinger et al.,
2014). L’autorécepteur pré-synaptique D2R régule la synthése de dopamine et en limite la
concentration intracellulaire. Au niveau des neurones du A11, il y a une absence de cette
régulation directement liée a 'absence des autorécepteurs pré-synaptique D2R (Koblinger
et al., 2014; Pappas et al., 2008). Cependant, I'absence de I'enzyme DBH, qui sert a la
synthése de noradrénaline a partir de la dopamine, renforce le fait que les neurones du

noyau A11 ont un phénotype dopaminergique (Charbit et al., 2009).

Les neurones du A11 exprimant la TH co-localisent avec le transporteur du glutamate
VGLUT2 mais aucune co-expression n’a été observée avec le transporteur du GABA,
VGAT (Koblinger et al., 2018). Cette information laisse supposer de I'existence d’une co-
libération de dopamine et de glutamate par les neurones du A11 projetant vers la moelle.
En effet, c’est le cas au niveau de 'ATV (noyau A10) ou les neurones dopaminergiques
projetant vers le striatum ventrale ou Nacc (Noyau Accumbens) peuvent co-libérer de la
dopamine et du glutamate a partir des différentes varicosités d’'un méme axone (Kawano

et al., 2006; Stuber et al., 2010).

D’un point de vue fonctionnel, la voie diencéphalospinale a été décrite comme étant
impliquée dans le contréle de la douleur (Fleetwood-Walker et al., 1988) et le contrdle
moteur (Koblinger et al., 2018). Une altération de la transmission dopaminergique spinale
peut mener au développement de symptdomes observés dans certaines pathologies
comme les syndrome des jambes sans repos (SJSR) (Clemens et al., 2006), la cataplexie

(Okura et al., 2004), la migraine (Charbit et al., 2009).
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e Implication du A11 dans la modulation de la douleur

La voie descendante dopaminergique exerce un effet anti-nociceptif (Qu et al., 2006;
Tamae et al., 2005). Une stimulation électrique du A11 supprime la réponse nociceptive
des neurones de la corne dorsale chez le rat et le chat (Fleetwood-Walker et al., 1988).
Ces informations laissent supposer que [linnervation dopaminergique spinale est
impliquée dans le mécanisme d’anti-nociception au niveau de la moelle spinale. La

description de ce mécanisme se fera dans la derniére partie de ce chapitre (section 11.3.2)

e Implication du A11 dans le contréle moteur

Une approche optogénétique a permis de mettre en avant I'implication du A11 et de la
voie diencéphalospinale dans linitiation du mouvement ainsi que dans I'activité sur place
(Koblinger et al., 2018). Ainsi la photostimulation des neurones diencéphalospinaux
entraine une augmentation de I'activité motrice (Koblinger et al., 2018). Le mécanisme par
lequel la dopamine agit sur les commandes motrices spinales est détaillé dans la derniére

partie de ce chapitre (section 11.3.1).

¢ Implication du A11 dans le syndrome des jambes sans repos (SJSR)

Les mécanismes a l'origine du SJSR ne sont pas encore connus. Des hypothéses mettent
en avant qu'un dysfonctionnement de la voie diencéphalospinale est une cause du
SJSR(Clemens, 2004; Qu et al., 2007). La derniére partie de ce chapitre sera consacrée a
la description de cette pathologie ainsi qu’a I'implication de la modulation dopaminergique

(Section 11.3.3) (Zhang et al., 2008).
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1.1.4 Voie diencéphalospinale : dimorphisme sexuel

Il existe un dimorphisme sexuel dans la concentration de dopamine au niveau du segment
lombaire de la moelle chez la souris. En effet, on mesure un taux de dopamine plus élevé
chez les males que chez les femelles (Pappas et al., 2008). Ces mesures prennent en
compte la dopamine stockée dans des vésicules au niveau des terminaisons synaptiques
(CARLSSON, 1975) ce qui laisse supposer que linnervation dopaminergique est plus
importante chez les males que chez les femelles. Cette différence semble étre due a un
effet androgéne-dépendant (Pappas et al., 2010). De plus, un gradient de concentration
de dopamine est observé dans I'axe rostro-caudal de la moelle spinale chez les males ; il
y a plus de dopamine dans le segment lombaire que dans le segment thoracique. Cette

différence n’est pas observée chez les femelles (Pappas et al., 2008).

D’'un point de vue comportemental, la différence de concentration dopaminergique au
niveau spinal entre males et femelles pourrait étre a l'origine de différences observées
notamment dans la composante nociceptive (Mogil et al., 2000). Malgré ce dimorphisme
sexuel, il n'y a pas de différence dans l'activité des neurones dopaminergiques (Pappas et

al., 2008).

De plus, a ce jour, il n'a pas été reporté au niveau spinal I'existence d’'un dimorphisme
sexuel de I'expression des récepteurs a la dopamine. Cependant, il est important de tenir
compte du dimorphisme sexuel au niveau de la voie diencéphalospinale dans I'analyse

phénotypique da a une altération de la modulation dopaminergique.

11.1.5 Présence de TH au niveau des DRG : autre source dopaminergique
spinale ?

La tyrosine hydroxylase (TH) est également exprimée au niveau des DRG ou 10 a 15 %

de ces neurones expriment la TH (Brumovsky, 2016). Ceci a d’abord été décrit chez le rat
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en 1990. Plus tard, la présence de TH au niveau des DRG a été confirmée chez la souris
(Ichikawa et al., 1993). C’est en 2011 que I'expression de la TH est décrite comme étant
une des caractéristiques d’identification des neurones C-LTMR (pour C-Low Threshold
MechanoReceptor) jusqu’alors identifié par I'expression du transporteur vésiculaire du
glutamate VGLUTS3, (Li et al.,, 2011; Seal et al.,, 2009). Ces neurones sensoriels sont
responsables de la transmission des informations tactiles légéres et des stimuli
mécaniques inoffensifs générés a la périphérie (Olausson et al., 2010; Seal et al., 2009).
Encore aujourd’hui, le phénotype catécholaminergique des neurones primaires exprimant
la TH n’est pas clairement connu. Il y a une absence des enzymes nécessaires a la
synthése de noradrénaline (telles que DBH ou PNMT) (Katz et al., 1986; Price and Mudge,
1983; Vega et al., 1991) alors que les neurones sensoriels exprimeraient TAADC (Finley et
al., 1992) et que I'on retrouve toute la machinerie nécessaire a la synthése de dopamine
au niveau des DRG de souris (Goswami et al., 2014). Cependant, Brumovisky et ses
collaborateurs n’ont pas pu mettre en évidence la présence du transporteur a la dopamine
DAT (Brumovsky et al., 2006). Une des limites de leurs études, selon eux, est 'approche
par immunohistochimie. En effet, le marquage de AADC ainsi que celui de DAT n’est pas
évident a observer au niveau des corps cellulaires, laissant penser qu’on ne peut pas
exclure I'hypothése de la synthése de DA au niveau des DRG par les neurones positifs
pour la TH. Cependant ces éléments sont controversés ; il a été montré que les afférences
terminales des neurones positifs pour la TH auraient une origine principalement supra-

spinale (Bjorklund and Skagerberg, 1979; Hokfelt et al., 1979).

Bien que le A11 apparait comme la majeure et unique source dopaminergique spinale, on
ne peut pas exclure totalement I'éventualité d’'une afférence dopaminergique venant des

DRG et arrivant au niveau de la corne dorsale.
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Tous ces éléments mis ensemble, il semble clair et évident que la dopamine innervant la

moelle épiniére provient principalement du noyau A11.

1.1.2 Généralités sur les récepteurs dopaminerqiques

Il existe cinq récepteurs a la dopamine nommés de D1R a D5R. Ces récepteurs sont
couplés aux protéines G (RCPG) et divisés en deux sous familles : les D1R-like (D1R,
D5R) et les D2R-like (D2R, D3R, D4R). La classification des récepteurs dopaminergiques
a été effectuée en fonction de leurs propriétés biochimiques. Selon le sous-type de
récepteur activé par fixation du ligand, la cascade de signalisation peut étre différente.
L’adénylate cyclase peut étre activée ou inhibée et ainsi jouer différemment sur la
production d’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) (Kebabian and Calne, 1979;
Spano et al., 1978). Les récepteurs de la famille D1R-like sont post-synaptiques alors que
ceux de la famille D2-like peuvent étre post-synaptiques ou bien pré-synaptiques. Il existe
deux isoformes pour les D2R ; la forme longue D2RI ou D2R444) ainsi que la forme courte
D2s ou D2R415), exprimés majoritairement au niveau post-synaptique et pré-synaptique,
respectivement. Ces deux isoformes résultent d’'un épissage alternatif entrainant la
présence ou I'absence d’'une séquence protéique de 29 acides aminés. Les D2R pré-
synaptiques peuvent également étre auto-récepteurs et jouer un role majeur dans la

régulation de synthése a la dopamine, comme déja mentionné.

11.1.2 Distribution des récepteurs dopaminergiques au niveau spinale

Les cinq récepteurs a la dopamine sont répartis non uniformément au niveau de la moelle

(Schotland et al., 1995) (Figure 17). L’'expression des récepteurs a la dopamine au niveau
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spinal a fait 'objet de différentes études sur plusieurs espéces ; les primates non humains
(NPH) (Barraud et al., 2010), la souris (Zhao et al., 2007; Zhu et al., 2007b) et, le modéle
principalement étudié dans ce cas, le rat (Diaz et al., 1995; Dijken et al., 1996; Gladwell
and Coote, 1999; Levant and McCarson, 2001; Venugopalan et al., 2006; Xie et al., 1998).
Il existe des différences d’expression en fonction du fond génétique d’'une méme espece,

ainsi qu’au niveau inter-espéce (Clark et al., 1991; Zhao et al., 2007).
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(Sharples et al., 2014a)

e Expression des récepteurs D2R-like

Le récepteur D2R est le plus abondant au niveau lombaire de la moelle spinale, avec une
expression dans 52 % des neurones spinaux. Les neurones exprimant récepteurs D3R et

D4R représentent respectivement 12 % et 26 % des neurones (Zhu et al., 2007b).

Les D2R sont principalement exprimés au niveau de la corne dorsale (Zhu et al., 2007b).
Les ARNmessagers de D2R sont exprimés dans les motoneurones. Cependant, la

protéine D2R n’est pas exprimée dans les motoneurones de souris FVB/N utilisées pour le
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projet GENSAT (Gene Expression Nervous System Atlas). Aussi, il se trouve que la

protéine D2R est également absente dans les motoneurones de rat (Dijken et al., 1996).

Les D4R sont tres peu étudiés. lls sont exprimés dans tous les segments de la moelle

spinale (Zhu et al., 2007b)

Les D3R sont les plus affins pour la dopamine et sont largement étudiés au niveau spinal
(Zhu et al., 2007b). Une délétion du géne codant pour les D3R est caractérisé par une
hyperactivité. De plus, des modéles murins D3RKO ont été développés pour étudier le
SJSR (Clemens et al., 2006; Meneely et al., 2018) (Cf. session 11.3.3). Les D3R sont
présents dans toutes les laminae de la moelle (Zhu et al., 2007b) avec une expression
préférentielle au niveau des laminae superficielles, principalement dans les neurones
sensoriels (Levant, 1998). Les récepteurs D3R sont exprimés au niveau de terminaisons
dopaminergiques descendantes (Diaz et al., 1995) mais également au niveau des

afférences primaires.
e Expression des récepteurs D1R-like

Les récepteurs D1R et D5R sont exprimés dans tous les segments de la moelle épiniére
(Dijken et al., 1996; Gladwell and Coote, 1999; Levant and McCarson, 2001; Zhao et al.,
2007) principalement au niveau de la matiére grise (Zhu et al., 2007b) 46 % des neurones
de la matiere grise expriment D5R et 17 % expriment D1R. Ces derniers seraient
principalement exprimés au niveau de la corne ventrale, et seraient impliqués dans la
modulation des circuits moteurs plutét que dans la composante sensorielle (Han and
Whelan, 2009; Lapointe and Guertin, 2008; Sharples et al., 2015; Zhu et al., 2007b).
Quelques rares observations d’expression du D5R ont pu étre faites au niveau de la

matiére blanche, ce qui laisse supposer que ce sous-type de récepteur pourrait étre
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exprimé au niveau des cellules gliales (Zhu et al., 2007b), cependant, la caractérisation

des récepteurs D5R est encore aujourd’hui tres restreinte.

Pour conclure, les cinq récepteurs a la dopamine sont tous exprimés avec une
distribution topographique similaire au sein de la moelle épiniére (Figure 18).
Cependant, on retrouve un niveau d’expression plus important pour les D2R. Ceci
laisse supposer que la voie dopaminergique descendante agit principalement par
une action post-synaptique des D2R. Aussi, une caractérisation approfondie chez la
souris des cellules exprimant les récepteurs a la dopamine permettrait une
meilleure compréhension du fonctionnement de la modulation dopaminergique

spinale.

La dopamine de la voie diencéphalospinale joue un effet modulateur sur différents circuits
spinaux et est donc impliquée dans une grande variété de comportements. Dans cette
derniére partie sera présenté l'implication de la dopamine dans la modulation de la
motricité, la somatosensation et dans la physiopathologie du syndrome des jambes sans

repos.

11.3.1 La motricité

La motricité est la résultante de différentes composantes telles que la planification,
linitiation et I'exécution des mouvements. Ces divers parameétres se traduisent par
l'implication de différentes structures cérébrales corticales et sous corticales et notamment

par la connexion entre le cortex moteur primaire et les ganglions de la base (GBD). Les
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GDB n’entrainent pas directement ni indépendamment un mouvement moteur mais
agissent en influencant l'activité d’autres régions cérébrales tel que le cortex moteur, ce
qui, in fine, se traduira par un message moteur envoyé au niveau spinal via les voies
descendantes pour générer ou non, une réponse musculaire motrice. En condition
physiologique, la dopamine innerve de fagon importante les nombreuses structures
impliquées dans le contréle moteur (Han and Whelan, 2009; Lapointe and Guertin, 2008;
Sharples et al.,, 2015a) ce qui témoigne de son implication dans la modulation de la
motricité. C’est dans un premier temps chez la lamproie que le réle modulateur de la
dopamine sur le rythme moteur a été mis en évidence (Schotland et al., 1995). Cette
observation s’est étendue plus tard chez les vertébrés : le rat et la souris (Barriere et al.,
2004; Gordon and Whelan, 2006; Madriaga et al., 2004). De plus, il a été rapporté qu’une
altération du systéme dopaminergique pouvait avoir des conséquences sur le
comportement moteur, c’est le cas par exemple pour la maladie de Parkinson (Chetrit et
al., 2013). Au-dela du fait de I'action connue de la dopamine sur la modulation des circuits
moteurs au niveau cortical, celle-ci est également importante au niveau spinale. En effet,
les monoamines forment un important groupe de neuromodulateurs libérés au niveau de
la moelle spinale agissant sur le controle moteur (Chetrit et al., 2013). Dans ce paragraphe

l'intérét sera porté sur la modulation dopaminergique spinale de la motricité.
e Mécanisme moléculaire de la DA sur les motoneurones

La dopamine peut avoir des effets différents sur les circuits spinaux modulant le contréle
moteur en fonction des récepteurs activés (Sharples et al., 2015). Une forte concentration
de dopamine (~50uM) active les récepteurs D1-like et contribue ainsi a renforcer la
stabilit¢ du rythme et a faciliter la locomotion spontanée. A linverse, une faible

concentration (~2uM) de dopamine active les récepteurs D2R-like et génére alors un
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ralentissement du rythme et de la fréquence ainsi qu’une réduction de la locomotion
spontanée (Clemens et al., 2012; Sharples et al.,, 2015). Ce ralentissement du rythme
serait dU a l'inhibition d’une boucle de rétroaction excitatrice des motoneurones vers les

CPG (Humphreys and Whelan, 2012) (Figure 18).

A Wik
interneuron activity

CPG network

Figure 18 | Effets connus de la dopamine sur les composants du circuit moteur

La dopamine augmente l'excitabilité des motoneurones. Son action via les D1R-like
permet d’augmenter la conductance AMPA. A l'inverse, son action via les D2R-like réduit
le rétrocontréle excitateur sur les cellules de RC et le CPG. D’aprés (Sharples et al.,
2014a)

L'approche pharmacologique permet également de mettre en avant un réle commun des
deux sous types de récepteurs D1R et D2R. En effet, I'injection systémique de L-DOPA
entraine une augmentation de I'activité locomotrice chez le rat décérébré. Ce phénomene

est blogué lorsque I'on injecte un antagoniste aux D1R ou aux D2R (McCrea et al., 1997).
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De plus, l'application d’agonistes des D1R peut a elle seule promouvoir I'activité de

marche chez la souris (Lapointe et al., 2009).

La dopamine est capable d’avoir un effet direct sur les interneurones pré-moteurs ainsi
que sur les motoneurones des CPG (Han et al., 2007) en modifiant I'excitabilité neuronale.
La dopamine stimule la fréquence des pics de décharges des motoneurones en
augmentant la transmission glutamatergique. Ce mécanisme se fait via une diminution de
la conductance potassique qui se traduit par la potentialisation des courants AMPA (Han
and Whelan, 2009; Han et al., 2007). Chez les mammiféres, cette régulation est facilitée
par les récepteurs D1R (Barriere et al., 2004; Madriaga et al., 2004) et non par les
récepteurs D2R, contrairement a ce que I'on retrouve chez la lamproie (Schotland et al.,
1995), et cette action serait PKA-dépendante (Han and Whelan, 2009). En effet, un
antagoniste D1R peut bloquer cette augmentation des courants excitateurs alors qu’un
antagoniste D2R n’a pas d’effet a ce niveau. De plus, la dopamine (ou un agoniste de ses
récepteurs) est capable de moduler les réseaux moteurs lombaires via un effet a long
terme (jusqu’a 3h avec son agoniste SFK 38393). L'étude pharmacologique sur moelle
isolée a permis de mettre en avant que la dopamine, via 'activation des D1R, augmente la
période ainsi que l'amplitude de décharge de [l'activité neuronale des motoneurones
exprimant le récepteur NMDA ce qui a terme induit la locomotion (Barriere et al., 2004). En
effet, 'application d’agoniste aux D1R sur moelle spinale isolée induit un rythme prolongé
alors que [l'application d’agoniste aux D2R n’a pas d'effet (Barriere et al., 2004).
Cependant, l'application d’un antagoniste sélectif soit des D1R soit des D2R abolit
completement, dans les deux cas, l'activité rythmique induite par un bain de dopamine.

Ceci suggeére une implication des deux types de récepteurs a la dopamine dans I'induction
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de l'activité motrice. La possibilité d’'une interaction entre ces deux sous-types de

récepteurs ne peut pas étre exclue (Barriere et al., 2004).

La dopamine peut exercer un effet modulateur complexe sur I'activité rythmique qui
dépend de l'activité des GPC. La dopamine, via les D1R atténue I’activité rythmique
évoquée au niveau des interneurones pré-moteurs de la racine ventrale. Par ailleurs,
I’action de la dopamine via les D2R permet d’inhiber un circuit de rétroaction
excitateur réduisant ainsi I’activité locomotrice. La dopamine présente alors une
modulation de balance de I’activité motrice spontanée, et la régulation via les deux
voies de médiation par D1R et D2R est essentielle au bon fonctionnement moteur.
Ceci est également retrouvé au niveau des ganglions de la base, ou le contréle
moteur, via la dopamine, émane d’un juste équilibre entre les voies opposées :

directe excitatrice médiée par D1R et la voie indirecte inhibitrice médiée par D2R.

11.3.2 La somatosensation

Il est communément accepté que le processus spinal somatosensoriel est modulé, entre
autre, par les systemes monoaminergiques descendants, comme il a été mentionné au

cours du chapitre I.

Les voies dopaminergiques descendantes sont impliquées dans les effets anti-nociceptifs.
Cet effet modulateur de suppression de la douleur impliquerait les récepteurs D2R-like
spinaux (Tamae et al., 2005). La dopamine, en agissant sur les D2R au niveau post-
synaptique des neurones de la lamina Il (Substance Gélatineuse) entrainerait une
hyperpolarisation du neurone (Tamae et al.,, 2005). Il a également été montré que la

stimulation électrique du noyau A11 entrainait la suppression de réponse nociceptive au
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niveau de certains neurones de la corne dorsale superficielle. Cette suppression est
reversée par I'administration d’un antagoniste aux DZ2R-like (Fleetwood-Walker et al.,
1988). Par ailleurs, 'administration intrathécale de dopamine est capable d’induire un effet
de suppression de la douleur thermique et meécanique. Cet effet est mimé par
'administration d’'un agoniste D2R-like mais n’est pas retrouvé lorsqu’il s’agit d’'un agoniste
D1R-like (Tamae et al., 2005). Ceci indique que la dopamine, via ses récepteurs D2R-like,
joue un role important dans la composante nociceptive (thermique ou mécanique). Il est
important de souligner que la dopamine peut moduler directement des réponses
nociceptives au niveau supra-spinal (striatum) ou bien de fagon indirecte, via
l'intermédiaire du systéme opioidergique (Magnusson and Fisher, 2000; Pertovaara et al.,
2004). La morphine est connue pour avoir un effet analgésique via son action sur les
récepteurs opioidergiques p : MOR (Matthes et al., 1996) et est trés utilisée pour traiter les
douleurs chroniques sévéres. Cependant, une exposition répétée a la morphine méne au
développement d’une tolérance, mécanisme qui implique les MOR (Matthes et al., 1996).
Il a été mis en évidence que les D2R co-localisent avec les MOR au niveau spinal, et que
ces récepteurs étaient capables de former des hétérodiméres (Dai et al., 2016). Un
traitement chronique a la morphine augmente cette hétérodimérisation entre D2R et MOR.
De plus, le blocage des D2R via administration d’'un antagoniste sélectif permet de
diminuer linteraction MOR-D2R induite par une administration répétée de morphine mais
également de diminuer le développement de la tolérance. D2R est important dans le
mécanisme moléculaire impliqué dans la tolérance et semble donc jouer un réle dans

I'adaptation neuronale pendant un traitement chronique a la morphine.
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11.3.3 Le syndrome des jambes sans repos (SJSR) ou le syndrome
d’Ekbom

Il n'est pas possible de parler des circuits spinaux sensorimoteurs modulés par la
dopamine sans énoncer le SJSR. Cette pathologie est définie par un trouble
sensorimoteur a I'origine de sensations anormales au niveau des jambes (CHAUDHURI et
al., 2001; Ekbom; Hening, 2004). Ces sensations s’atténuent avec le mouvement moteur
mais s’empirent en période de repos. Un des premiers traitements pour cette pathologie
cible le systeme dopaminergique central, particulierement I'activation des récepteurs D2R-
like (Hening et al., 2004). L’origine de cette pathologie serait un dysfonctionnement de la
source dopaminergique spinale précédemment décrite; le noyau du A11. Ce
dysfonctionnement engendrerait une facilitation des réflexes de flexion, donnant naissance
au phénotype du SJSR (Clemens et al., 2006). Bien que la mise en place de modele
animaux fut difficile pour cette pathologie, il a été montré qu’une Iésion du noyau A11 chez
le rat ou bien qu’un knock-out pour les récepteurs D3R conduisaient a un phénotype
proche de celui observable chez les patients humains atteints du SJSR (Ondo et al., 2000,
2007). En effet, dans les deux cas, les souris sont hyperactives et leur cycle repos-activité
est altéré (phase d’éveil augmentée). La Iésion du A11 entraine une réduction a long
terme des seuils sensoriels. Les D3KO, en plus de leur hyperactivité, présentent aussi une

augmentation dans l'activité locomotrice.

Les mécanismes des SJSR ne sont pas encore bien connus et bien qu’'une altération du
A11 semble avoir un effet, la voie diencéphalospinale pourrait ne pas étre la seule voie
impliquée. En effet, en plus de projeter au niveau de la corne dorsale de la moelle spinale,
le noyau du A11 projette vers différentes structures supra-spinales tels que le néocortex

(Takada et al., 1988) et le noyau du Raphé (Peyron et al., 1995). Un dysfonctionnement
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de I'afférence dopaminergique spinale pourrait avoir plusieurs conséquences menant au

phénotype du SJSR (Figure 19).
e Conséquences sur le circuit sympathique autonome

Comme déja mentionné, certains des symptoémes des SJSR sont I'hyperactivité et I'hyper-
contractilité musculaire. Une hypothése sur l'origine de cette hyper-contractilité se base
sur la modulation couplée de la DA et de la 5-HT des neurones pré-ganglionnaires du IML
(noyau Intermédiolatéral). Ces neurones sont situés au niveau des segments thoraciques
de la moelle spinale et sont l'origine de la voie pré-ganglionnaire sympathique. Le A11
exerce un effet inhibiteur sur ces neurones du IML (Gladwell and Coote, 1999) alors que le
noyau du Raphé y exerce un effet excitateur via la 5-HT (Pickering et al., 1994). Ainsi, un
dysfonctionnement de l'innervation dopaminergique des neurones du IML méne a un
déséquilibre de la balance en faveur de I'excitation des neurones pré-ganglionnaires. Ce
déséquilibre meéne, a terme, a une surexcitabilité des fibres musculaires. Ce phénoméne
serait renforcé par la libération de NA au niveau des ganglions rénaux, contrélés par la

suractivité du systéeme sympathique (Figure 19).
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Figure 19 | Schéma des projections du A11, de leurs interactions avec les circuits

spinaux et des conséquences potentielles de leurs dysfonctionnement sur le SJSR.

(1) déséquilibre de la balance 5-HT/DA sur les neurones pré-ganglionnaires de I'lML (2)
Hypothése sur 'augmentation de libération de NA résultant de I'excitabilité augmentée du
systéme sympathigue menant a [lactivation aberrante des fibres musculaires (3)
Transmission de I'activation aberrante des fibres musculaires (4) Contribution possible du
CPF. D’aprés (Clemens et al., 2006)

e Conséquence sur le circuit somatosensoriel

Comme déja énoncé, les muscles envoient des afférences au niveau de la corne dorsale
pour informer de I'état de tension ou contraction musculaire. Ces informations passent par
différentes fibres de hauts ou bas seuils. C’est au niveau de la corne dorsale superficielle
que l'information des afférences musculaires de haut seuil arrive pour étre transférée au
cerveau (Seagrove et al.,, 2004). Une perte du contrOle descendant dopaminergique

inhibiteur entraine une transmission de l'information ascendante aberrante des fibres
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musculaires ce qui finalement, méne a des troubles du mouvement. Il est possible que la
perception de ces troubles par le cortex puisse étre exacerbée par une modulation
défaillante du A11 via des processus sensoriels du cortex frontal ou pré-frontale (Figure

20).

Pour conclure, la dopamine spinale, émanant d’une source majoritairement, voire
uniquement, sous-corticale (le A11) joue un réle tant dans la modulation des
composantes motrices que sensorielles. Un dysfonctionnement des voies
descendantes dopaminergiques peut a lui seul engendrer une physiopathologie tel

que le SJSR.

Cependant tous les mécanismes par lesquels la dopamine exerce ses actions
variées ne sont pas encore clairement connus. L'implication des récepteurs a la
dopamine est étudiée de fagon restreinte également, mais beaucoup d’éléments
mettent en avant leurs expressions au niveau spinal ainsi que I'importance de ces
récepteurs dans une grande variété de comportements. En effet, en fonction des
récepteurs que la dopamine va activer, (D1 a D5) les effets modulateurs de celle-ci

peuvent étre opposés.
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La matiéere grise de la moelle spinale est organisée avec un haut niveau d’hétérogénéite et
les réseaux neuronaux impliqués dans les composantes sensorimotrices sont tres
complexes. Comme il a été rapporté dans cette introduction, des études ont montré que
certains de ces réseaux étaient modulés par la dopamine, notamment via les D2R et qu’un
dysfonctionnement de la voie diencéphalospinale pouvait étre a lorigine de certains
symptébmes que l'on retrouve dans la pathologie du SJSR par exemple. Cependant, les
mécanismes par lesquels la modulation dopaminergique se fait ne sont pas clairement
compris. De plus, bien que la distribution des D2R spinaux ait été adressée par des
approches d’hybridation in situ dans de précédentes études, lidentite cellulaire des
neurones D2R-positifs n’est pas encore connue. Au vu de 'hétérogénéité des populations
neuronales, il est important d’apporter une approche plus spécifique pour connaitre les

caractéristiques moléculaires des neurones exprimant D2R.

Le premier objectif de ce travail de these est de préciser l'identité cellulaire et moléculaire
des cellules D2R-positives au niveau lombaire de la moelle spinale de souris, afin de
réaliser un état des lieux précis pouvant ouvrir des portes quant aux futurs approches
fonctionnelles. Pour aller plus loin dans cette caractérisation, nous avons aussi décidé
d’évaluer le réle des D2R méme au niveau de la moelle spinale dans les composantes
sensorielles et motrices. Enfin, une étude a été menée en paralléle, visant a évaluer

I'impact d’une sur-activation du systeme monoaminergique sur la moelle spinale.
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Les expériences ont été réalisées sur des souris males et femelles, dgées de minimum 8
semaines (Table A). Les lignées de souris transgéniques sont élevées en condition EOPS
(Exempt d’Organisme Pathogéne Spécifique). Les animaux sont hébergés sur portoir
ventilé dans une piéce dont la température (22°C) ainsi que le cycle jour/nuit sont
contrélés. L'utilisation des animaux s’est faite en accord avec la directive 2010/63/UE et
dans le respect des regles éthiques associées. Tous les animaux utilisés sont associés a

des saisines validées.

Table A : Liste des lignées de souris utilisées

Lignée n Source

C57BI6 74 Charles River/Janvie
Drd2-Cre 4 Tg(Drd2-cre)ER44Gsat
Drd2-Cre:RiboTag 26 (Puighermanal et al., 2015)
Drd2-f/f 24 Drd2tm'Smee
Gad2-eGFP 4 Tg(Gad2-eGFP)DJ31Gsat
GlyT2-eGFP 4 Tg(Slc6a5-eGFP)1Uze
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Les composés pharmacologiques utilisés sont référencés dans la Table B, lls ont tous été

préparés dans une solution de 0,9% NaCl (solution saline).

Tableau B | Liste des composés pharmacologiques utilisés

Drogues Concentration Volume Voie d’injection
(mg/kg) d’injection
d-amphétamine 10 0,1 ml’kg i.p.
d-amphétamine 1,6 5uL i.t.
Méthylphénidate 15 0,1 ml/kg i.p.
Cocaine 15 0,1 ml/kg i.p.
Dizocilpine 0,3 0,1 ml/kg i.p.
Morphine 5 0,1 ml/kg s.C.
Imipramine 10 0,1 ml/kg i.p.
Desipramine 15 0,1 ml/kg i.p.
GBR12783 15 0,1 mi/kg i.p.
SCH23390 0,1 0,1 mi/kg i.p.

i.p : Intra-péritonéale ; i.t : Intratéchale ; s.c : Sous cutanée

Toutes les expériences sont précédées de 3 jours d’habituation durant lesquelles les
souris sont manipulées et recoivent des injections de solution saline (2 injections par jour
matin et soir pendant 3 jours consécutifs). La Figure 21 résume les différents protocoles

expéerimentaux utilisés.
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a perfusion C perfusion
0 30 60 120 min -15 0 90 min
1 ] 1 J 1 1 J
- .
saline saline
d-amph . d-amph
. saline
b perfusion imipramine
0 90 min desipramine
- J
i GBR12783
saline ) ' o dizocilpine
d-amph/cocaine/méthylphénidate SCH23390

morphine/dizocilpine

Figure 20 | Protocoles expérimentaux utilisés

(a) Protocole utilisé pour évaluer I'évolution de I'induction de pS32-cFos par administration
de d-amphétamine en fonction du temps (b) Protocole utilisé pour évaluer I'effet d’autres
psychostimulants et drogues sur l'induction de pS32-cFos (c) Protocole utilisé pour la

pharmacologie

Les souris sont rapidement anesthésiées par administration d’Euthasol (340 mg/kg, i.p.)
avant perfusion intracardiaque d’une solution de pararaformaldéhyde (PFA) 4% (0-4°C)
permettant de fixer les tissus. Apres dissection de la colonne vertébrale, la moelle spinale
est extraite et post-fixée a 4°c dans de la PFA 4% pendant la nuit. Les moelles sont
ensuite inclues dans une solution d’agarose 4%. Les coupes saggitales de segments
lombaires, d’'une épaisseur de 40 ym, sont réalisées a l'aide d’'un vibratome (Leica VT
1000S) et conservées dans une solution cryoprotectrice (30% Ethylene glycol, 30%

Glycérol, 10% TB). Les coupes sont stockées a -20°C jusqu'a ce qu’elles soient utilisées.
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Les coupes sélectionnées sont tout d’abord rincées trois fois 10 min dans une solution de
TBS 1X, a température ambiante. S’en suit une période de 15 min durant laquelle, les
coupes seront permeéabilisées dans une solution de TBS contenant du Triton (10X). Apres
trois nouveaux ringages de 10 min (TBS 1X), les coupes sont incubées pendant 60 min
dans une solution de blocage contenant de la BSA (3%). Cette étape précéde I'incubation
des coupes avec les anticorps primaires (Table C). Ceux-ci sont préparés dans une
solution de TBS contenant de la BSA (1%) et du Triton (0,1%). Les tranches sont alors

incubées a 4°C de 24h a 48h.

Tableau C | Liste des anticorps primaires

Antigéne Espéce Dilution Fournisseur
HA Souris 1:1000 Biolegend

HA Lapin 1:500 Rockland
Parvalbumine Souris 1:500 Millipore
Parvalbumine Lapin 1:1000 Swant
Calbindine-D28k Souris 1:500 Swant
Calbindine-D28k Lapin 1:1000 Swant
Calretinine Souris 1:500 Swant
Calretinine Lapin 1:1000 Swant

GFP Poulet 1:1000 Life Technologies
RFP Lapin 1:1000 MBL

ChAT Lapin 1:1000 Millipore

NeuN Souris 1:500 Millipore

Iba1 Lapin 1:500

GFAP Lapin 1:1000 Dako

TH Lapin 1:500 Millipore

PKCy Cobaye 1:1000 Frontier Institut
pS32-cFos Lapin 1:500 Cell Signaling
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Aprés la période d’incubation avec les anticorps primaires, les coupes sont a nouveau
rincées trois fois 10 min dans une solution de TBS 1X, avant d’étre incubées pendant 45
min a température ambiante avec les anticorps secondaires (Table D). Deux séries de
ringages de 10 min au TBS 1X puis au TB 1X précédent le montage entre lames et

lamelles avec le milieu de montage DPX.

Tableau D | Liste des anticorps secondaires

Anticorps Espéce Dilution Fournisseur Références
Anti souris — A488 Chévre 1:500 Invitrogen A11001
Anti souris — Cy3 Chévre 1:500 jackson 115-165-075
immunoresearch
Anti lapin — Cy3 Chévre 1:500 Invitrogen A10520
Anti lapin — A488 Chévre 1:500 Invitrogen A11034
Anti Cobaye - A647 Chévre 1:500 Invitrogen A21450
Anti-Poulet — A488 Chévre 1:500 Invitrogen A11039

La méthodologie iDISCO permet de réaliser des immunomarquages sur organes entiers et

de les imager en 3D.

La technique iDisco a été réalisée sur des moelles épiniéres de souris adultes de la lignée

Drd2-Cre:Ribotag. La préparation des tissus est identique a celle décrite en Ill.1.a. Une

78



MATERIELS ET METHODES

fois extraites les moelles sont post-fixées pendant 3h a température ambiante avant d’étre

stockées a 4°C dans du PBS 1X, jusqu’a utilisation.

Etape 1 : Déshydratation/Décoloration/Réhydratation

Dans un premier temps, les moelles ont été dans un premier temps déshydratées dans
des bains successifs de méthanol (50%, 80% et 100%). Chaque bain d’'une durée de 90
min a été réalisé a température ambiante. Les échantillons ont ensuite été incubés toute la
nuit a 4°C dans une solution de méthanol et H202 (6%) afin de décolorer les tissus. Aprés
cette étape, les échantillons ont été réhydratés dans des bains successifs de méthanol

(100%, 80% et 50% ; 90 min a température ambiante).
Etape 2 : Blocage et perméabilisation

Les échantillons ont ensuite été incubés dans du PBSG-T (gélatine 0,2%, Triton X-100 0,5%

dans du PBS) a température ambiante, pendant 4 jours.
Etape 3 : Incubation avec les anticorps

L'étape d’incubation se fait a 37°C, en rotation (70 rpm), de fagon a faciliter la pénétration
de I'anticorps. Les moelles ont été incubées pendant deux semaines dans une solution de
PBSG-T (gélatine 0,2%, Triton X-100 0,5% dans du PBS) et de saponine 0,1% (10 ug/ml)
contenant I'anticorps primaire de souris anti-HA. Apres 6 ringages au PBSG-T (24h a
température ambiante et en rotation), les échantillons ont été incubés avec l'anticorps
secondaire préparé dans une solution de PBSG-T (gélatine 0,2%, Triton X-100 0,5% dans

du PBS) et de saponine 0,1% (10 pg/ml). Les échantillons sont laissés en rotation (70 rpm)
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a 37°C pendant 2 jours puis rincés a nouveau 6 fois dans du PBSG-T avant d’étre stockeés

a 4°C jusqu’a I'étape de transparisation.
Etape 4 : Transparisation

Avant de commencer cette étape, les tissus sont transférés dans des tubes coniques de
15 ml résistants au Benzyl Ether (DBE). Tous les réactifs utilisés ici doivent étre manipulés
sous hotte et avec précaution. Pour chacune des incubations suivantes, les échantillons
sont placés en rotation (12rpm) a température ambiante. Les tissus sont successivement
incubés dans les solutions suivantes : Tetrahydrofuran (THF) 50% pendant une nuit, THF
80% pendant 1 ou 2h, THF 100% pendant 1 ou 2h (ce dernier bain étant répété deux fois).
Puis, les échantillons sont transférés dans une solution de Dichlorometane (DMC) 100%
pendant 30 min ('échantillon doit couler au fond du tube, il est possible d’attendre plus de
30 minutes si nécessaire). Enfin, les tissus sont incubés quelques heures dans du DBE
100% jusqu’a devenir transparents. Les échantillons peuvent étre conservés dans le DBE
a température ambiante et a I'abri de la lumiére. Notons que les différentes solutions de

THF sont diluées dans de I'H20

Cette méthodologie (RNAscope), basée sur un systéme d’amplification multiplexe qui
augmente le rapport signal sur bruit, permet de réaliser I'’hybridation in situ simultanée de

plusieurs génes d’intéréts.

Aprés extraction, les moelles perfusées sont post-fixées 4h dans la PFA 4% a température

ambiante, puis rincées dans une solution de PBS 1X. Les moelles sont ensuite immergées
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dans des bains de concentration croissante de sucrose (10% pendant 4h, 20% pendant 6h
et 30% pendant 24h) sous agitation a 4°C. Les moelles sont essuyées avant I'enrobage
en OCT (Optimal Cutting Temperature). Les moelles enrobées dans 'OCT sont ensuite
congelées dans de l'isopentane refroidi a I'azote liquide. Les moelles sont stockées a -
80°C jusqu'a la coupe. Cette derniere s’effectue a I'aide d’'un cryostat (Leica CM3050S).
Des coupes de 14 um sont montées directement sur lame « Superfrost ». Les lames ainsi

prétes a I'emploi peuvent étre stockées a -80°C jusqu’a utilisation.

Les tissus préparés comme précédemment décrit doivent étre sortis a température

ambiante quelques minutes avant de commencer. Le protocole s’effectue sur deux jours.

JOUR 1 : Les lames sont mises sur un support résistant et incubées a 37°C dans un four

HybEZ Il Oven pendant 1h afin d’assurer la bonne adhésion des coupes sur les lames. Un

lavage de 5 minutes au PBS 1X est ensuite réalisé, avant d’ajouter 80uL d’hydrogéne

peroxydase par tranche. L'incubation se fait a température ambiante pendant 15 minutes.
Aprés avoir retiré I'nydrogéne peroxydase, les tranches sont rincées 2 fois a I'eau distillée.
La deuxiéme étape consiste au démasquage des sites grace au réactif RNAscope Target
Retrieval 1X. Ce dernier est porté a ébullition maximum 15 minutes avant d’y plonger les
lames pendant 5 minutes. Puis, les tranches sont rapidement rincées a I'eau distillée avant
d’étre plongées quelques instants dans de I'éthanol 100% pour déshydratation. Les lames
sont ensuite séchées a température ambiante. Une barriere hydrophobe peut alors étre
dessinée autour des tranches (3 a 4 passages au DAKOpen). Environ 2 ou 3h de séchage

a température ambiante sont nécessaires avant de poursuivre le protocole. Ensuite, un
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papier humidifié avec de I'eau distillée est placé dans le support et incubé a 40°C pendant

une demie heure de fagon a créer une chambre humide pour le reste de I'expérience. On

y place ensuite les lames, avec 80uL de protéase 3 par tranche, que I'on incube pendant

30 minutes a 40°C. Puis, un ringage a l'eau distillée est réalisé. Les sondes (tableau E)
sont préalablement préparées. Pour ce faire il faut les chauffer pendant 10 minutes au
bain-marie a 40°C, puis les diluer selon les proportions suivantes : 1 volume de C2, 1
volume de C3 dans 50 volume de C1 (ou de probe diluent, solution de dilution des

sondes). Les sondes ainsi préparées peuvent étre stockées jusqu’a 6 mois a 4°C. Une fois

le mix prét, 80uL est déposé sur chaque tranche. Les lames sont ainsi mises a incuber a

40°C pendant 2h. Aprés quoi deux ringages de 2 minutes au Wash Buffer sont réalisés. Ici,

les lames peuvent étre conservées toute la nuit dans du SSC 5X.

JOUR 2 : 80uL de FIv2ZAmp1 sont déposés sur chaque tranche et laissés en incubation a

40°C, toujours dans une chambre humide, pendant 30 minutes. Deux ringages de 2
minutes au Wash Buffer sont ensuite réalisés. Cette étape est répétée successivement
avec le FIv2Amp2 et FIv2ZAmp3. Pour FIv2Amp3, l'incubation est de 15 minutes seulement.
Aprés le dernier ringage, les lames sont incubées avec les HRPC. Cette étape se fait de
maniére séquentielle pour chacun des trois canaux en suivant les étapes suivantes :
Incuber 15 minutes a 40°C avec I'HRPC1 d'abord. Ensuite incuber a 40°C avec le
fluorophores choisi (fluorescéine, Cy3, Cy5,...) pendant 30 minutes. Enfin, le bloqueur
HRP blocker est déposé sur les tranches, I'incubation a 40°C se fait pendant 15 minutes.
Chacune de ces étapes est entrecoupée par deux ringcages de 2 minutes au Wash Buffer.

Pour les HRPC2 et HRPC3, le méme procédé est suivi, avec les fluorophores adaptés. Il
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est important de noter que les fluorophores sont préalablement dilués a une concentration
de 1 :1000 dans le TSA buffer. Enfin, du DAPI est déposé sur chaque tranche pendant 30
secondes a température ambiante. Puis, aprés avoir retiré le DAPI, des lamelles sont
montées sur ces lames avec du Prolong gold comme milieu de montage. Les lames sont

mises a sécher toute la nuit dans le noir a 4°C.

Sondes (géne) Sondes (protéine) Référence
Drd2 D2R Mm-Drd2-C2
slc32a1 VGAT Mm-slc32a1-C2
Slc17a6 VGLUT2 Mm-slc17a6-C2
Sic17a7 VGLUT1 Mm-slc17a7-C3
Penk ENKEPHALINE Mm-penk
Sic6abd GLYT2 Mm-slc6a5
Tac1 SUBSTANCE P Mm-tac1

Les images issues des différents protocoles précédemment cités ont été acquises au
microscope confocal Zeiss LSM-780. Les grossissements 10X et 20X ont été utilisés pour
imager le segment lombaire de la moelle épiniére. Ont été réalisés ; des mosaiques ou z-
stack pour imager les moelles entiere (cas pour la Figure 2) ainsi que des snaps au 10X

pour imager les hémisphéres des moelles spinales.

Enfin, les images ont été traitées avec Imaged. Les quantifications ont été effectuées avec

Adobe Photoshop CS5. Les quantifications ont été effectuées par hémisphére de moelle
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spinale, et chaque hémisphére a été segmenté par laminae, manuellement. En moyenne 4

coupes de moelle d'une méme souris ont été comptabilisées.

Pour la technique du iDisco, les tissus sont imagés au microscope Light Sheet et les

images ont ensuite été traitées via le logiciel Imaris.

Cette technique a été réalisée sur la lignée transgénique de souris Drd2-Cre:Ribotag. Ces
souris expriment la sous-unité ribosomale Rpl22 étiquetée hémagglutinine (HA) dans les
cellules exprimant le récepteur D2. Ce modéle transgénique permet donc d’isoler, aprées
immunoprécipitation de I'étiquette, les ARN messagers (ARNm) enrichis dans les cellules

exprimant le récepteur D2.

Aprés dislocation cervicale, le corps de la souris est immergé pendant 4 sec dans de
I'azote liquide. La colonne vertébrale est ensuite isolée sur glace et la moelle rapidement
extraite. Les segments lombaires de moelle spinale de 3 souris sont regroupés puis
homogénéisées avec une tige en verre dans 1 ml d’'une solution tampon de polysome (50
mM Tris, pH7.4, 100 mM KCI, 12 mM MgCI2 et 1% NP-40 avec 1 mM DTT, 1 mg/mi
héparine, 100 pg/ml cycloheximide, 200 U/ml RNAseOUT, et un mix d’inhibiteurs de
protéases). Les échantillons sont ensuite centrifugés (10000xg) a 4°C pendant 10 minutes
pour recueillir le surnageant. 100 yl de chaque surnageant (input) est transféré dans un
nouveau tube et sera utilisé pour valider I'enrichissement relatif des ARNm isolés aprés
immunoprecipitation des ribosomes. L'anticorps anti-HA (5 pl/échantillon) est ajouté au

surnageant restant et incubé pendant une nuit sur roue a 4°C. Le jour suivant, des billes
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magneétiques sont ajoutées aux échantillons, 'ensemble est incubé pendant une nuit sur
roue a 4°C. Le troisiéme jour, les billes magnétiques sont lavées sur deux périodes de 10
min dans un portoir aimanté dans un tampon a forte teneur en sel (50 mM Tris, pH 7.4,
300 mM KCI, 12 mM MgCI2, 1% NP-40, 1 mM DTT et 100 pg/ml cycloheximide). Aprés
lavage, 350 pl de tampon Qiagen RLT contenant du B-mercaptoéthanol ont été ajoutés
aux échantillons (input et pellet). LARNm est ensuite extrait a I'aide du kit Qiagen RNeasy

Micro et Mini et quantifié par spectrophotométrie (Nanodrop 1000).

La synthése d’ADNc est réalisée sur les inputs (10% de I'homogénat) et les pellets
(ribosomes  immunoprécipitéts) a laide du kit SuperScript  VILO cDNA
synthesis (Invitrogen). L'ADNCc résultant a permis de réaliser la qRT-PCR en utilisant le kit
SYBR Green PCR mix sur le systtme de PCR en temps réel LC480 (Roche) et les
séquences d'amorces détaillées dans la Table F. Les données sont analysées avec le
logiciel LightCycler 480 (Roche) et sont exprimées en comparant le turn-over des génes

testés dans les fractions correspondant aux pellets et inputs.

Génes Protéine Séquences
B-actin B-Actin F : CCCCCAGCCAAGAAAGCTAT
R : GCCCCACCGTGTGACATC
Gadph GAPDH F : CAACTACATGGTCTACATGTTCCA
R : CCCATTCTCGGCCTTGACT
Sic32a1 VGAT F : TCACGACAAACCCAAGATCAC
R: GTCTTCGTTCTCCTCGTACAG
Gad1 GAD F:TTGTGCTTTGCTGTGTTTTAGAGA
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Sic18a3

Sic17a6

Penk

Chat

Drd2

Cnp

Gfap

Aift

Itgam

S100b

TIx3

Pax2

Tac1

Calb1

Pvalb

Calb2

Sic17a7

Sic6a5

VACHT

VGLUT2

Enképhaline

CHAT

D2R

CNP

GFAP

Iba1

cd111-b

S-100B

TLX3

PAX2

Substance P

Calbindine

Parvalbumine

Calretinine

VGLUT1

GLYT2

2 MM X M X¥Y M XY M XY M XY M XXV M XO-Y M X M X M X M XV M X M O M X M O M O M O M O

: CCCCCTGCCCAAAGATAGAC

: GGCCTCGCTACCCCACAGAA

: CCCAGGCCAATAAGCAGCGG

: CGCTGTCGGGGATGGTTTGC

: GTGGACGAGTGCAGCAATGAGG
: CTACAGTGCAGGCGGAATGC

: GTCCTTCACATTCCAGTGTGC

: CCATTGTGAAGCGGTTTGGG

: GCCAGGCGGTTGTTTAGATACA
: CTCTTTGGACTCAACAACACAGA
: AAGGGCACGTAGAACGAGAC

: GCTGCACTGTACAACCAAATTCTG
: ACCTCCTGCTGGGCGTATT

: AGCGAGCGTGCAGAGATGA

: AGGAAGCGGACCTTCTCGAT

: CCCCCAGCCAAGAAAGCTAT

: GCCCCACCGTGTGACATC

: ATGGTCACCTCCTGCTTGTGAG

: CCAGCAGTGATGAGAGCCAAGA

: TTCCACCAGTACTCCGGGCG

: GCGACGAAGGCCATGAACTCC

: AAATGACGGACGCGCAGGTC

: GAAGGCGTCGTGTTGCAGCT

: CCATCCCCAGTACACCGCCT

: TCCCCGCGGTAACTAGTGGC

: TGGACTAATGGGCAAAAGAGC

: CGTTCACTGCTCACTGACAC

: AGGAAAGGAGCTGCAGAACT

: CTCTCTGTCCATATTGATCCACA
: TCGATGACAGACGTGCTCAG

: CTTCACCTCATCCGGGTTCT

: TGAGAATGAACTGGACGCCCTC
: GTAGAGCTTCCCTGCCTCGG

: TGTGCCCCATCATCGTGGGT

: CGCTCATCTCCTCCGGCTCT

: TGATGCTCGCCTGCTCCGTT

: CCCGCGGTGCTGAGCTAAGA
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Les souris sont anesthésiées avec un mélange Kétamine (10 mg/ml) et Xylazine (1 mg/ml).
Afin de prévenir une possible déshydratation, les souris regoivent une injection saline (0,9%
NaCl, s.c.) et une pommade ophtalmologique (Allergan) est appliquée sur les yeux. Aprés
avoir rasé et nettoyé a la Bétadine le dos des souris, celles-ci sont placées sur le ventre
afin de réaliser une incision d’environ 2 cm dans l'axe de la colonne vertébrale. Les
muscles entourant cette derniére sont délicatement enlevés au scalpel afin d’avoir un
meilleur acces a I'os de la colonne. Les souris sont placées en surélévation sur le cadre
stéréotaxique (World Precision Instrument WPI), tenues au niveau lombaire de la colonne
par une pince (adaptateur spinal pour souris WPI). Cette posture permet d’avoir un acces
a la moelle épiniére sans laminectomie. En effet, la courbure de la souris ainsi positionnée
offre un espace suffisant entre deux vertébres pour une injection intraspinale. Les muscles

restants et les tissus conjonctifs au niveau des segments lombaires L2-L4 sont retirés

jusqu'a ce que la moelle épiniere soit visible. Une pipette de verre (diamétre de 8-10 um),

est préalablement adaptée a une seringue d’injection (65 RN 5 ul, Hamilton), placée sur

un injecteur (UMP3 UtraMicroPump, WPI), le tout étant relié & un contréleur digital des
repéres dans les trois axes (WPI). Cette pipette est alors placée bilatéralement entre
0,350 pym et 0,400 uym par rapport au vaisseau central de la moelle épiniere, et a 350 ym
de profondeur. Ainsi, les vecteurs viraux (Table G) ne seront délivrés qu’au niveau des
lamina de la corne dorsale. Une fois la pipette de verre correctement positionnée, 2 min
d’attente sont nécessaires avant d’injecter les vecteurs viraux (500 nl, 100 nl/min). Une
période de 5 min post-injection est observée avant de relever lentement la pipette (0,300

um/30 sec). Enfin, aprés avoir appliqué quelques gouttes de solution Saline 0,9% au
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niveau de la plaie, la peau est suturée avec du fils Vicryl 6-0 (Ethicon). L'animal est
surveillé jusqu’a son réveil. Aprés cette procédure chirurgicale, les souris sont stabulées

pendant 3 semaines, période pendant laquelle des visites de contréles quotidiennes sont

effectuées.

Virus Titrage
AAVDJ.CamKIl.Cre-mCherry 1.10"
AAVDJ.CamKIl.mCherry 1.10™
AAV9.hEF1a.lox.mCherry.lox. nTFP1.lox.WPRE.hGH- 1,93.10%
InvCheTF

Les différents tests comportementaux décrits ci-dessous ont été réalisés sur des animaux

ageés au minimum de 11 semaines, males et femelles.

Le couloir circulaire (Imetronic, France) permet de mesurer I'activité motrice horizontale et
verticale (redressements) de l'animal de fagon spontanée. Il est composé de deux
cylindres amovibles en PVC transparent. Les souris sont placées dans ce couloir circulaire
pendant 90 minutes, temps pendant lequel I'animal est libre de se déplacer. Ce dispositif

est équipé de plusieurs senseurs infrarouges qui détectent les mouvements de I'animal.
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La coordination motrice a été évaluée par le test du rotarod (Bioseb, France). Les animaux
sont dans un premier temps habitués pendant deux jours a l'appareil. Cette phase
d’habituation comprend 6 sessions (3 sessions par jour espacées de 20 min) durant
lesquelles les souris ont été placées sur la barre rotative (4 rpm) pendant 1 min. Le jour du
test, les souris sont placées sur la barre rotative qui cette fois accéléere progressivement
(de 4 rpm a 30 rpm) pendant 5 min. Cette séquence qui correspond a une session est
répétée 10 fois. La latence avant la chute ainsi que la vitesse de rotation au moment de la

chute sont mesurées.

Ce test permet d’évaluer la coordination motrice fine de I'animal. Ce dernier est d’abord
placé sur une tige en bois d’'une longueur de 1 métre et d’'un diamétre de 3cm. Cette tige
est positionnée a 40cm du sol. Les deux premiéres séances sont réservées a
l'apprentissage. L'animal est libre de traverser d’'un point A a un point B, et ce 3 fois a
intervalle de temps réguliers (environ 15 minutes). Notons que le point de départ A est
toujours le méme pour chaque animal et qu’au point B, de la litiere ainsi qu’'une maison en
plastique sont disposés de fagon a réduire le stress de l'animal et a augmenter sa
« volonté » de traverser la tige sur toute sa longueur. Le jour du test (jour3), I'animal
effectue deux passages sur la tige de diameétre de 3cm, et deux passages sur une
nouvelle tige en bois de 2cm de diameétre. Le temps passé sur la tige ainsi que le nombre
de fois ou la souris glisse avec ses pattes arriere sont mesurés. Enfin, un ratio entre le

temps passé et le nombre de glissade est réalisé.
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Ce test permet de détecter des anomalies de la démarche. Les pattes de souris ont été
trempées dans des peintures a base d'eau non toxiques (pattes antérieures en rouge et
pattes postérieures en peinture noire). Les souris ont ensuite été autorisées a marcher sur
une feuille de papier blanc disposée dans un couloir en carton (hauteur des murs 10 cm).
Les souris sont entrainées les deux jours précédents le test. Chaque jour d’habituation
comprend 2 sessions (matin/aprés-midi) pendant lesquelles I'animal traverse le couloir 3
fois. Avant chaque traversée, un pinceau est passé sous les pattes de I'animal et le pot de
peinture est ouvert afin de familiariser les souris a 'odeur. En moyenne, 6 pas par animal
ont été comptabilisés. Les distances d’un pas a 'autre entre les pattes arriere d’'une part et
les pattes avant d’autre part sont mesurées. Une moyenne entre les différents pas de

I'animal est effectuée.
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Cette premiére étude avait pour objectif de réaliser une caractérisation anatomo-
fonctionnelle des cellules de la moelle spinale exprimant les récepteurs dopaminergiques
D2 (D2R). Aprés avoir analysé leur distribution au sein des différents segments spinaux,
jai caractérisé leur identité cellulaire et moléculaire. Enfin, jai étudié les conséquences
fonctionnelles de I'invalidation génétique des D2R spinaux. J’ai focalisé mon étude sur les

segments lombaires de la moelle spinale.

L’utilisation de la lignée de souris Drd2-Cre:Ribotag m’a permis de réaliser la
caractérisation anatomique, cellulaire et moléculaire des cellules spinales exprimant les
D2R. Ces souris permettent I'expression sélective de la sous unité ribosomale Rpl22
étiquetée avec I'hémagglutinine (HA) dans les cellules exprimant les D2R. En utilisant un
anticorps anti-HA, jai donc pu marquer, d'une fagon indirecte, les cellules D2R. La
stratégie du Ribotag m’a également permis, aprés immunoprécipitation de I'étiquette HA,
d’isoler les ARN messagers (ARNm) présents dans les cellules D2R-positives de la moelle
spinale et d’évaluer par qRT-PCR [l'enrichissement relatif de certains genes de cette

population cellulaire.

La technique de transparisation des tissus iDisco (voir Matériels et Méthodes) m’a permis

de réaliser 'immunomarquage HA sur une moelle entiere et d’analyser la distribution
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spatiale des cellules spinales exprimant les D2R sur I'extension rostro-caudale de la
moelle. Ainsi j’ai pu démontrer que les cellules exprimant les D2R étaient présentes dans
tous les segments de la moelle spinale (cervical, thoracique, lombaire et sacré) et
préférentiellement distribuées dans la corne dorsale (Figure 21a). Pour la suite de mon
étude, jai focalisé mes analyses sur le segment lombaire de la moelle spinale. La
quantification des cellules immunoréactives HA, au sein des différentes couches, a permis
d’établir une cartographie précise de la distribution des cellules exprimant les D2R (Figure
21b). Ainsi, 67% des cellules D2R positives sont concentrées dans la corne dorsale de la
moelle contre 23% dans la corne ventrale. Notons que l'on retrouve 10% de ces cellules
D2R-positives au niveau du canal central (lamina X). Au sein de la corne dorsale, les D2R
sont principalement exprimés dans des cellules des laminae Il et Ill, ou ils représentent
respectivement ~27% et ~20% des cellules HA-positives (Figure 21c). Dans la corne
ventrale, les cellules exprimant les D2R sont majoritairement retrouvées au niveau de la

lamina VII (Figure 21c).
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Figure 21 | Distribution des cellules HA au niveau lombaire de la moelle spinale.

(a) Images issues de la technique iDisco couplée a un marquage HA, réalisée sur une
moelle spinale de souris Drd2-Cre:Ribotag. (b) Immunofluorescence anti-HA au niveau
lombaire de la moelle spinale de souris Drd2-Cre:Ribotag. (c) Estimation du nombre de
cellules HA-positives par lamina. Pourcentage calculé en fonction du nombre total de

cellules HA-positives comptées (3737 cellules, n = 6 souris, n = 2 tranches par souris).

Afin de vérifier que le marquage HA observé n’était pas la conséquence d’une
accumulation d’expression au cours du développement, jai injecté au niveau du segment
lombaire de la moelle spinale de souris Drd2-Cre, un vecteur viral dont I'expression de la
protéine fluorescente rouge dépend de l'activité de I'enzyme Cre-recombinase (AAV9-

hEF1a-DIO-XFP-InvCheTF) (Figure 22a). La détection d’immunofluorescence RFP m’a
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permis de confirmer I'activité de la Cre-recombinase suggérant que le promoteur D2R est
toujours actif a I'dge adulte (Figure 22b). De maniére intéressante, la diversité
morphologique des neurones marqués suite a l'injection du vecteur viral suggére que les

D2R sont exprimés par différents types de cellules spinales (Figure 22c-f).
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(a) Recombinaison du virus AAV9-hEF1a-DIO-XFP-InvCheTF au niveau lombaire de la
moelle spinale de souris Drd2-Cre. (b-f) Exemples de cellules D2R-positives exprimant la

protéine fluorescente rouge mCherry, révélée ici a I'aide d’un anticorps anti-RFP.

Afin de démontrer que les cellules D2R-positives expriment les ARNm du géne codant
pour D2R, jai utilisé la méthodologie Ribotag (voir Matériels et Méthodes). Ainsi, 'analyse
par gqRT-PCR des transcrits purifiés aprés immunoprécipitation de l'étiquette HA m’a
permis de démontrer que les ARNm du géne codant pour D2R étaient enrichis dans les

cellules immunoréactives HA (Figure 23a, b).
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Figure 23 | Validation de I'enrichissement du géne Drd2 dans les cellules HA-

positives

(a) Schéma explicatif de la technique d'immunoprécipitation suivie d’'une qRT-PCR sur la
moelle spinale des souris Drd2-Cre:Ribotag. Détails de la méthode dans la section
Matériels et Méthodes. (b) Comparaison par qRT-PCR de I'expression du géne Drd2 entre
les inputs et dans les pellets (n = 15 souris, 5 groupes de 3 souris, males et femelles).

**p<0,01 input vs pellet (test de Student non apparié).

L'analyse du pourcentage de cellules HA exprimant le marqueur neuronal, NeuN (Fox-3)
(Figure 24a) a permis de mettre en évidence que les D2R étaient préférentiellement
exprimés par les neurones (~90% de co-localisation NeuN/HA) (Figure 24b). L’'absence de
cellules HA/GFAP- et HA/Iba1-positives suggére que les D2R spinaux ne sont pas
exprimeés par les cellules gliales (astrocytes) et la microglie (Figure 25a, b). Ces dernieres
observations ont été confirmées par I'utilisation de I'approche Ribotag qui a révélé que les

cellules immunoréactives HA exprimaient peu ou pas les transcrits de génes codant pour
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des protéines enrichies dans les astrocytes (Gfap, S7100b), la microglie (Aif1, ltgam) et les

oligodendrocytes (Cnp) (Figure 26c¢).
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Figure 24 | Les cellules D2R de la moelle spinale expriment le marqueur neuronal

NeuN

(a) Double immunofluorescence pour HA (en vert) et NeuN (en rouge). (b) Estimation du
nombre de cellules HA/NeuN-positives par couche. Pourcentage calculé en fonction du
nombre total de cellules HA-positives comptées par couche (1732 cellules, n = 4 souris, n

= 2-3 tranches par souris).

97



RESULTATS

C qRT-PCR
2'-Input
] B pellet
4
c
& g £58
o <] ]
] =] -4
& ® 52
E E u—&ﬂl.
Q 3] E@
o o -
o o =
a a S5 .
Em ok
o *k ek P
. [
/AN N = Hn

Glap Cnp Aif1 ltgam S100b

(a) Double immunofluorescence pour HA (en vert) et GFAP (marqueur des astrocytes en
rouge). (b) Double immunofluorescence pour HA (en vert) et Iba1l (marqueur de la
microglie en rouge). (c) Analyse par gqRT-PCR des niveaux d’expression de différents
marqueurs des cellules gliales : astrocytes (Gfap, S700b), microglie (ltgam, Aif1) et
oligodendrocytes (Cnp) dans les cellules D2R-positives (n = 15 souris, 5 groupes de 3

souris, males et femelles). **p<0,01 input vs pellet (test de Student non apparié).

Afin de déterminer lidentité des neurones exprimant les D2R, jai recherché si ceux-ci
correspondaient préférentiellement a une population de neurones glutamatergiques
(excitateurs) ou GABAergiques (inhibiteurs). Les anticorps de la plupart des marqueurs
excitateurs ou inhibiteurs (transporteurs vésiculaires) ne permettant la visualisation que
des fibres et non des corps cellulaires, il m’était impossible de répondre a cette question
par des approches d'immunofluorescence. J’ai donc réalisé sur des segments lombaires
de moelle de souris de type sauvage, des hybridations in situ fluorescentes multiplexées

(RNAscope). Cette technique m’a permis de visualiser et d’estimer le degré de co-
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localisation entre les ARNm des génes codant pour les D2R (Drd2) et VGLUT2 (Slc17a6),
un des transporteurs vésiculaires du glutamate (Figure 26a, b). Les résultats de mes
qguantifications ont permis d’établir que ~48% et ~77% des cellules Drd2-positives de la
corne dorsale et ventrale, respectivement, expriment Sic17a6 (Figure 26b).
L'enrichissement dans les neurones spinaux exprimant D2R, de Slc17a6 ainsi que de
deux autres marqueurs de neurones excitateurs (Sic17a7 et TIx3), a été confirmé par qRT-
PCR aprés purification des ARNm des cellules HA-positives de la moelle des souris Drd2-
Cre:Ribotag (Figure 26c¢). Par ailleurs, le faible pourcentage de cellules HA/PKCy suggére
que les D2R spinaux ne sont que faiblement exprimés par les interneurones excitateurs

PKCy (Figure 27a, b).
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Figure 26 | Les D2R spinaux sont exprimés par des neurones excitateurs

(a) Expression des ARNm de Drd2 (en vert) et du marqueur excitateur Slc17a6 (VGLUT2,
en rouge). (b) Estimation du pourcentage de co-localisation entre Drd2 et Slc17a6 calculé
par rapport au nombre total de cellules Drd2-positives (soit 472 dans la corne dorsale et
58 dans la corne ventrale) et Scl17a6-positives (soit 874 dans la corne dorsale et 149
dans la corne ventrale) comptées (n = 2 souris, n = 8 tranches/souris). (c) Analyse par
gRT-PCR des niveaux d’expression des génes Sic17a6, Slc17a7 et TIx3 dans les cellules
D2R-positives de la moelle (n = 15 souris, 5 groupes de 3 souris, males et femelles).

**p<0,01 input vs pellet (test de Student non appari€)
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Figure 27 | Les D2R spinaux sont faiblement exprimés par les interneurones

excitateurs PKCy

(a) Double immunofluorescence pour HA (en vert) et PKC[1 (en rouge). (b) Estimation du

pourcentage de neurones HA/PKCy en fonction du nombre total de cellules HA (n = 142 et

n = 105 dans les couches Il et lll, respectivement) et PKCy (n = 128 et n = 48 dans les

couches Il et Ill, respectivement). (n = 1 souris, n = 6 tranches).

En utilisant des stratégies identiques, jai pu mettre en évidence que ~66% et ~44% des
cellules de la corne dorsale et ventrale, respectivement, contenant Drd2 exprimaient
également Slc32a1 (VGAT), Gad1 et Pax2, trois génes connus comme étant des
marqueurs de neurones inhibiteurs (Figure 28a-c). Dans la moelle spinale, les principaux
neurotransmetteurs inhibiteurs sont le GABA et la glycine. En combinant des approches
d’hybridation in situ et d’analyse des transcrits par gqRT-PCR, j'ai pu mettre en évidence

que les neurones spinaux Drd2 expriment pour une fraction d’entre eux Sic6a5, le géne du
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transporteur a la glycine (GlyT2) (Figure 29a, b). En effet, au niveau de la corne dorsale,

en moyenne 76% des neurones Drd2-positifs expriment Slc6a5 (Figure 29b).
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Figure 28 | Les D2R spinaux sont exprimés par des neurones inhibiteurs

(a) Expression des ARNm de Drd2 (en vert) et du marqueur inhibiteur Slc32a1 (VGAT, en
rouge). (b) Estimation du pourcentage de co-localisation entre Drd2 et Slc32a1 calculé par
rapport au nombre total de cellules Drd2-positives (soit 431 dans la corne dorsale et 80
dans la corne ventrale) et Scl17a6-positives (soit 657 dans la corne dorsale et 198 dans la
corne ventrale) comptées (n = 2 souris, n = 6 tranches/souris). (c) Analyse par qRT-PCR
des niveaux d’expression des génes Sl/c32a1, Gad1 et Pax2 dans les cellules D2R-
positives de la moelle (n = 15 souris, 5 groupes de 3 souris, males et femelles). **p<0,01

input vs pellet (test de Student non apparié).
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(a) Expression des ARNm de Drd2 (en vert) et du marqueur inhibiteurs Slc6ab (GlyT2, en
rouge). (b) Estimation du pourcentage de cellules co-exprimant Drd2 et Sic6a5 calculé par
rapport au nombre total de cellules Drd2-positives (n = 160) et Scl6a5-positives (n = 184)
comptées. (n = 2 souris, n = 3 tranches/souris). (c) Analyse par qRT-PCR du niveau
d’expression du géne Sic6a5 dans les cellules D2R-positives de la moelle (n = 15 souris, 5
groupes de 3 souris, males et femelles). **p<0,01 input vs pellet (test de Student non

apparié).

Enfin, 'absence de co-localisation entre les cellules positives HA et ChAT (Figure 30a)
ainsi que la trés faible expression des ARNm des génes codant pour des protéines
enrichies dans les neurones cholinergiques (Chat, Slc18a3) (Figure 30b), suggérent

'absence de D2R dans les motoneurones.

Pour résumer, I'ensemble de ces résultats suggerent qu’au niveau du segment lombaire
de la moelle, les D2R sont exprimés par des populations neuronales inhibitrices
(GABAerqgiques et glycinergiques) et excitatrices (glutamatergiques) hétérogénes. En

revanche, les motoneurones et les cellules gliales n’expriment pas les D2R.
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(a) Double immunofluorescence pour HA (en vert) et ChAT (en rouge). (b) Analyse par
gRT-PCR du niveau d’expression des genes Chat et Slc18a3 dans les cellules D2R-
positives de la moelle (n = 15 souris, 5 groupes de 3 souris, males et femelles). **p<0,01

input vs pellet (test de Student non apparié).

e Protéines liant le calcium (Calcium Binding Protein, CBP)
Les CBP, telles que la calrétinine (CR), calbindine-D28k (CB) et parvalbumine (PV), sont
des protéines permettant aux ions calcium d’exercer leurs actions physiologiques au
niveau intracellulaire en jouant sur les cascades de signalisation dépendantes du calcium.
Elles sont abondantes dans le systéme nerveux et ont une distribution spécifique et
complémentaire. Elles sont ainsi trés communément utilisées comme marqueurs de sous

populations neuronales. L’analyse des doubles immunofluorescences entre HA et les CBP
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(CR, CB et PV) (Figure 31) et des niveaux d’expression des génes codant pour ces
protéines a permis de mettre en évidence que les neurones spinaux D2R exprimaient les
trois CBP mais de fagon contrastée (Figure 31b). Parmi les trois CBP, la CR est celle qui
présente le plus faible taux de co-expression avec les cellules exprimant D2R (Figure 31a,
b). Une co-expression plus importante est observée avec la CB, notamment au niveau des
laminae superficielles ou 22% des cellules HA-positives sont également immunoréactives
pour la CB (Figure 31b). Enfin, une fraction des neurones D2R spinaux de la corne

dorsale expriment également la PV, entre 5 et 15% suivant les laminae analysées (Figure

31b).
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Figure 31 | Distribution des neurones spinaux exprimant les D2R au sein des

neurones identifiés par les protéines liant le calcium

(a) Double immunofluorescence pour HA (en vert) et la Calrétinine (CR, en rouge), la
Calbindine-D28k (CB, en rouge) et la Parvalbumine (PV, en rouge). (b) Estimation du
pourcentage de neurones HA/CR, HA/CB et HA/PV en fonction du nombre total de
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cellules HA (n =807, 863 et 832, respectivement) et CR (n = 40), CB (n =41) et PV (n =
83). (n = 2 souris, n = 2-3 tranches/souris). L'expression des D2R dans les populations
des CBP est confirmée par I'analyse par qRT-PCR du niveau d’expression des genes
Calb2, Calb1 et Pvalb dans les cellules D2R-positives de la moelle (n = 15 souris, 5
groupes de 3 souris, males et femelles). **p<0,01 input vs pellet (test de Student non

apparie).

e Peptides opioidergiques.
L’analyse de l'identité des neurones en fonction de I'expression de certains neuropeptides,
notamment opioidergiques, m’a permis de raffiner la caractérisation moléculaire des
neurones spinaux exprimant D2R. Une nouvelle fois en combinant I'’hybridation in situ
fluorescente multiplexée et I'analyse des transcrits par qRT-PCR, j'ai mis en évidence que
les neurones glutamatergiques identifiés par la présence de la substance P (Tac?)
n’exprimaient pas les D2R (Figure 32a, c). En revanche, les neurones spinaux Drd2 sont
enrichis en Penk, neuropeptides principalement exprimés au niveau des neurones
GABAergiques, glutamatergiques et glycinergiques sensoriels primaires de la corne

dorsale (Figure 32b, c).
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(a-b). Expression des ARNm de Drd2 (en vert) et des genes Tac7 (en rouge) codant pour
la substance P et Penk (en rouge) codant pour la Proenképhaline. (c) Analyse par qRT-
PCR du niveau d’expression des genes Tac? et Penk dans les cellules D2R-positives de
la moelle (n = 15 souris, 5 groupes de 3 souris, males et femelles). **p<0,01 input vs pellet

(test de Student non apparié).

Nos approches multidisciplinaires nous ont permis de montrer que les cellules exprimant
les D2R étaient distribuées tout au long de la moelle spinale avec une expression
préférentielle au niveau de la corne dorsale. En utilisant différentes approches
moléculaires, l'identité des cellules spinales exprimant D2R a pu étre mise en avant,
indiquant que les D2R étaient exprimés exclusivement par des neurones et ne se trouve
pas au niveau des cellules gliales. L’hétérogénéité moléculaire des neurones exprimant
D2R a pu étre observée grace aux techniques d'immunofluorescences, de RNAscope et
de gRT-PCR. Mes résultats montrent que les D2R ne sont pas exprimés par les
motoneurones mais qu’en revanche, les D2R sont présents dans des populations

glutamatergiques, GABAergiques ainsi que glycinergiques. lls sont par ailleurs fortement
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enrichis dans la population neuronale identifiée par I'expression de proenképhaline. La co-
expression des D2R dans des neurones exprimant les différentes CBP n’a pas permis de
mettre en évidence une ségrégation préférentielle des D2R dans une des populations

CBP-positives.

Pour étudier le réle des D2R spinaux du segment lombaire nous avons généré un modéle
de knock-out conditionnel pour Drd2. Pour ce faire, un vecteur viral (AAVDJ-CamKII-Cre-
mCherry) permettant I'expression de lI'enzyme Cre-recombinase sous le contrble du
promoteur CamKIl (ubiquitaire au sein de la moelle spinale), a été injecté de facon
bilatérale dans la moelle de souris Drd2-f/f (Figure 33). Au vu de I'expression préférentielle

des D2R au niveau de la corne dorsale, les injections virales ont été réalisées a ce niveau.

a 5 AAVDJ-CamKIl-mCherry b
AAVDJ-CamKIl-Cre-mCherry

D2R-f/f mice

Figure 33 | Stratégie d'invalidation des D2R spinaux du segment lombaire

(a) Schéma du site d’injection du virus AAVDJ-CamKII-Cre-mCherry (groupe cKo) ou
AAVDJ-CamKIl-mCherry  (groupe contréle) dans les souris D2R-f/f. (b).
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Immunofluorescence RFP (mCherry) d’'une moelle spinale de souris D2R-f/f indiquant le

site d’injection du vecteur viral AAVDJ-CamKII-Cre-mCherry.

Pour évaluer l'effet de la délétion des D2R sur le comportement ambulatoire
des souris males et femelles, nous avons utilisé le test du Cyclotron. L'animal
est libre d’explorer le couloir circulaire pendant 1h30, période durant laquelle
les mouvements horizontaux et verticaux (redressements) sont mesurés. Les
résultats indiquent que la délétion des D2R au niveau lombaire ne semble pas
altérer l'activité ambulatoire (Figure 34). Cependant, il semble y avoir une
tendance a I'hyperlocomotion chez les males (Figure 34a) que l'on ne retrouve
pas chez femelles (Figure 34d). Principalement sur la premiére période (20
premieres minutes) ou I'on observe une hyperactivité induite par la nouveauté.
Il est intéressant de noter que les males ont une activité locomotrice plus
élevée (en moyenne 1071 V4 turns per 5 minutes) que les femelles (en
moyenne 724 V4 turns per 5 minutes) (Figure 34b, e). Le nombre de
redressements n’est pas modifié chez les souris invalidées pour D2R (Figure

34c, f).
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Cyclotron Test
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Figure 34 | La délétion des D2R au niveau lombaire

(a) Graphique représentant la locomotion des souris males au cours du temps sur une
période de 90 minutes. (Two-way ANOVA : génotype F(1, 7) = 4,523, P = 0,0710 ; temps
F(17, 119) = 26,46, P<0,0001; Interaction F(17, 119) = 0,8998, P = 0,5756). (b)
Représentation de I'activité locomotrice horizontale totale des souris males sur la période
90 minutes. (Student t-test: 1(7)=2,127, P = 0,0710). (c) Nombre de redressements des
souris males sur la période de 90 minutes. Student t-test sur échantillons non appariés :
t(7)=1,394 , P = 0,2059). (d-f). Méme représentation qu’en a-c pour les souris femelles. (d)
(Two-way ANOVA : génotype F(1,10) = 0,02285, P = 0,8828 ; temps F(7.255, 72.55) =
37,48, P<0,0001; Intéraction F(17,170) = 1,313 , P = 0,1896). (e) Student t-test sur
échantillons non appariés : t(10) = 0,1512, P = 0,8828). (f) Student t-test sur échantillons
non appariés : t(10)= 0,7001, P = 0,4999).
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Pour évaluer si la délétion des D2R au niveau lombaire entraine une altération de la
coordination sensorimotrice, nous avons utilisé le test du Rotarod en protocole accéléré (4
rom a 40 rpm en 5 minutes). Cette tache oblige 'animal a adapter son allure et a
coordonner ses mouvements pour ne pas tomber du cylindre en rotation. Aussi, en
réalisant 8 sessions de Rotarod pour chaque souris et en comparant la premiére session a
la derniére nous sommes capables d’évaluer s’il y a une différence dans I'apprentissage
moteur entre les différents groupes. Les courbes représentant la latence avant la chute de
lanimal en fonction des différentes sessions du rotarod (de 1 a 8) montrent
qu'indépendamment du sexe de I'animal, il n’y a pas de différence entre les groupes cKo
et contréle (Figure 35a, c). Aucun défaut d’apprentissage moteur n’a été observé. En effet,
tous les animaux ont été capables d’améliorer leur performance entre la premiére et

derniére session (Figure 35b, d).
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Rotarod
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Figure 35 | La délétion des D2R au niveau lombaire n'altére ni la coordination

motrice ni I'apprentissage moteur

La coordination motrice ainsi que I'apprentissage moteur ont été évalués par le test du
Rotarod. (a) Graphique représentant la latence en seconde avant la chute de I'animal en
fonction des sessions (souris males). Test du two-way ANOVA : génotype F (1,7) = 0,9261,
P =0,3679 ; temps F(3.516,24.62) = 7,607, P = 0,0006; Interaction F(7, 49) = 0,7192, P =
0,6562). (b) Evaluation de I'apprentissage moteur en comparant la latence avant chute de
'animal entre la premiére et derniére session du Rotarod (souris males) Student t-test sur
échantillons non appariés: t(2) = 0,06038, P=0,9573. (c.-d) Méme représentation qu’en (a-
b) pour les souris femelles. (c) Test du two-way ANOVA : génotype F(1, 9) = 1,740, P =
0,2198 ; temps F(7, 63) = 5,671, P<0,0001; Interaction F(7, 63) = 1,606, P = 0,1502). d.
Student t-test sur échantillons non appariés: t(2) =0,5255, P=0,6517)
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Le test du beam walking peut étre utilisé pour détecter des déficits de contréle moteur fin
ou un déséquilibre moteur. Les souris doivent traverser deux poutres de diametres
différents (1,4 ou 2 cm). Cette tadche implique que l'animal doit coordonner ses
mouvements et réguler finement son équilibre pour éviter de glisser ou de tomber de la
poutre. Les résultats concernant les males n’indiquent aucune différence (Figure 36a). Les
résultats obtenus chez les femelles montrent que le nombre de glissades effectuées par
les pattes arriére par rapport au temps de traversée est significativement plus élevé dans
le groupe cKo lorsque les souris traversent la poutre de plus petit diamétre (1,4 cm)
(Figure 36b). En effet, le ratio glissades/temps des femelles du groupe contréle est de
0,18 contre 0,39 pour les femelles du groupe cKo. Ces données montrent que la délétion
des D2R spinaux au niveau lombaire entraine une altération de la coordination fine chez

les femelles lorsque I'adaptation motrice demandée est plus importante.
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Beam Walking Test
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Figure 36 | La délétion des D2R au niveau lombaire n’altére pas la coordination

motrice fine.

(a-b) Coordination motrice fine évaluée par le test du beam walking. Représentation du
ratio nombre de glissade effectuée par les pattes arriere/temps de traversée des deux
poutres (diamétre 1,4 cm et 2,0 cm) chez les males (a) two-way ANOVA : génotype F (1,7)
=0,5132, P = 0,4969 ; diametre F(1,7) = 26,17, P = 0,0014 ; Interaction F(1,7) = 0,029, P
= 0,8694) et femelles (b) two-way ANOVA : génotype F (1,10) = 10,87, P = 0,0081 ;
diameétre F(1,10) = 12,50, P = 0,0054; Interaction F(1,10) = 2,527, P = 0,1430). Test post
hoc de Tukey, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 : diamétre 1,4 cm ; P = 0,005. Toutes les

données représentées sont moyennées + SEM.
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En conclusion, ces résultats indiquent que la délétion partielle des D2R spinaux du
segment lombaire n’engendre pas de problémes moteurs apparents. En effet,
I’activité locomotrice spontanée et la coordination motrice ne sont pas affectées. En
revanche, la coordination motrice fine est altérée chez les femelles. Ces
observations préliminaires devront étre complétées par des analyses
comportementales permettant une analyse plus fine de la composante motrice.
D’autre part, comme mentionné précédemment, les D2R étant principalement
exprimés au niveau de la corne dorsale, la ou toutes les afférences sensorielles
arrivent, il sera important d’évaluer la composante somatosensorielle (perception

mécanique, thermique).
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ETUDE 2

lll. Etude des réseaux neuronaux de la moelle spinale
activés par la stimulation de la transmission
dopaminergique

En parallele de I'étude du réle des D2R spinaux, j’ai mené une étude dont I'objectif était
l'identification et la caractérisation cellulaire des réseaux neuronaux de la moelle spinale
activés en réponse a la modulation de la transmission monoaminergique. Pour ce faire, jai
analysé par immunofluorescence le patron d’expression de la protéine cFos phosphorylée
sur son résidu Ser32 (pS32-cFos) dans les différentes laminae de la moelle spinale de
souris injectées avec divers composés pharmacologiques augmentant les niveaux
extracellulaires de monoamines (Figure 37) (d-amphétamine, cocaine, méthylphénidate,

désipramine, imipramine, GBR).

Neurones monoaminergiques (DA, NA ou 5-HT)

D-amphétamine

DAT / NET / SERT

Imipramine
° ° Désipramine @ o, o o°,°°o
GBR
Cocaine
MPH

Figure 37 | Action des psychostimulants sur les neurones monoaminergiques

(Gauche) Neurone monoaminergique en condition physiologique. DAT : transporteur de la
DA, NET : transporteur de la NA, SERT : transporteur de la 5-HT, VMAT2, transporteur
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vésiculaire des monoamines 2. (Droite) Action des psychostimulants sur le neurone. La d-
amphétamine (en rouge) entre par le transporteur (DAT, NET ou SERT) et inverse le
transport de VMAT2, créant ainsi un gradient de concentration de monoamine au niveau
intracellulaire. Ceci va induire une libération des monoamines et une inversion du
transporteur (DAT, NA ou SERT) pour rétablir un équilibre du gradient de concentration
intracellulaire. Les autres drogues (en violet) bloquent le transporteur (DAT, NET ou SERT)
induisant ainsi une augmentation de la concentration de monoamines au niveau de la

fente synaptique.

Dans un premier temps, jai recherché si I'administration systémique aigué de d-
amphétamine (10mg/kg, i.p.) entrainait une augmentation du nombre de cellules pS32-
cFos immunoréactives au niveau du segment lombaire de la moelle spinale. Pour ce faire,
jai réalisé une cinétique d’activation de pS32-cFos en réponse a linjection de d-
amphétamine (Figure 38). Chez les souris traitées avec une solution saline, un faible
niveau d'immunoréactivité pS32-cFos est détectable principalement dans les laminae Il, llI,
VI et VII (Figure 38a-b). Ces niveaux de base ne sont que faiblement altérés 30 min aprés
'administration de d-amphétamine (Figure 38a-b). En revanche, le nombre de cellules
pS32-cFos immunoréactives augmente progressivement dans les laminae V, VI, VII, VIII
et IX, 60 et 120 minutes aprés I'administration de d-amphétamine, (Figure 38a-b). Afin de
déterminer si cet effet dépendait en partie d’'une augmentation de la libération de
monoamines au niveau de la moelle spinale, jai réalisé des injections intrathécale de d-

amphétamine (1,6 mg/kg, i.t.) (Figure 39). La quantification du nombre de cellules pS32-
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cFos immunoréactives réveélent une augmentation significative dans les laminae I, IV et

VII 90 min apres injection (Figure 39).

L’ensemble de ces résultats montre que I'administration aigué systémique ou locale de d-
amphétamine induit une augmentation du nombre de cellules pS32-cFos

préférentiellement dans des réseaux neuronaux de la corne ventrale de la moelle spinale.

a i b Number of pS32-cFos positive cells
saline
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r d-amph 30 min

Vi I d-amph 60 min
| = Bl d-amph 120 min

(a) Cinétique d’induction de pS32-cFos au niveau du segment lombaire de la moelle
spinale, visualisée par immunofluorescence 30, 60 et 120 minutes aprés I'administration
de d-amphétamine (10 mg/kg, i.p.). (b) Quantification du nombre de cellules pS32-cFos
immunoréactives au sein des différentes couches de la moelle spinale. (n = 3 souris par
groupe, n = 3 tranches par souris). Les comptages sont moyennés + SEM. Analyse
statistique : one-way ANOVA, couche | (F(3,33) = 1,622, P = 0,2030), couche Il (F(3,34) =
7,133, P =0,0008), couche Il (F(3,34) = 18,87, P < 0,0001), couche IV (F(3,34) = 20,79, P
< 0,0001), couche V (F(3,34) = 87,49, P < 0,0001), couche VI (F(3,34) = 63,70, P <
0,0001), couche VII (F(3,34) = 116,4, P < 0,0001), couche VIII (F(3,34) = 59,38, P <
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0,0001), couche IX (F(3,34) = 52,91, P < 0,0001), couche X (F(3,34) = 32,72, P < 0,0001).
Post-hoc Tukey, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 saline vs d-amphétamine.

saline d-amphetamine Number of pS32-cFos positive cells

10 ﬂ 20 25 0 ] 10 15 zu 25
"‘"5”
"
III_— X
|
X
M saline
200 200 pm VI Il d-amphetamine (1.6 mg/kg, i.t.)

Figure 39 | Induction de pS32-cFos au niveau du segment lombaire de la moelle

spinale en réponse I'administration intrathécale de d-amphétamine

(@) Induction de pS32-cFos au niveau du segment lombaire de la moelle spinale,
visualisée par immunofluorescence 90 minutes aprés I'administration de d-amphétamine
(1,6mg/kg, i.t.). (b) Quantification du nombre de cellules pS32-cFos immunoréactives au
sein des différentes couches de la moelle spinale. (n = 4 souris par groupe, n = 4 tranches
par souris). Les comptages sont moyennés + SEM. Student t-test, *p<0,05, **p<0,01

saline vs d-amphétamine.

Afin de préciser l'identité moléculaire des cellules dans lesquelles la d-amphétamine
entraine une augmentation de pS32-cFos, j'ai analysé par double immunofluorescence le
pourcentage de co-localisation entre les neurones pS32-cFos immunoréactifs et ceux

exprimant la calbindine-D28k (CB), la calrétinine (CR), et la parvalbumine (PV) (Figure 40).
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Nos résultats révelent que peu (<2%) ou pas de cellules pS32-cFos immunoréactives

expriment la CB (Figure 40a, b), la CR (Figure 40c, d) ou la PV (Figure 40e, f).
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(a, ¢, €) Double immunofluorescence pS32-cFos (rouge) et calbindine-D28K (CB, vert) (a),
calrétinine (CR) (b), parvalbumine (PV) (c) au niveau du segment lombaire de la moelle
spinale 90 minutes aprés I'administration de d-amphétamine (10 mg/kg, i.p.). (b, d, f)
Estimation du pourcentage de neurones pS32-cFos/CB, pS32-cFos/CR et pS32-cFos/PV

en fonction du nombre total de cellules pS32-cFos (n
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respectivement) et CB (n = 891), CR (n = 780) et PV (n = 318). (n = 2 souris, n = 3

tranches/souris).

Afin de déterminer si les cellules pS32-cFos immunopositives correspondaient
préférentiellement a une population de neurones excitateurs (glutamatergique) ou
inhibiteurs (GABAergique et glycinergique), différentes lignées de souris transgéniques me
permettant d’identifier ces populations neuronales ont été utilisées (GAD67-eGFP, GlyT2-
eGFP et VGIuT2-Cre:Ribotag). J'ai dans un premier temps analysé le pourcentage de co-
localisation entre les neurones pS32-cFos immunoréactifs et ceux exprimant la protéine
verte fluorescente (GFP) sous contréle du promoteur Gad37 (neurones GABAergiques)
(Figure 41a, b). Au niveau des laminae superficielles, nos quantifications révélent qu’un
pourcentage important des cellules pS32-cFos co-expriment la GFP (~35% et ~25% dans
les laminae | et Ill respectivement). En revanche, ce pourcentage réduit drastiquement
(~6%) dans les laminae dans lesquelles la d-amphétamine induit pS32-cFos (Figure 41a,
b). Lanalyse réalisée sur les souris GlyT2-eGFP révele un profil tout a fait difféerent. Ainsi,
'absence totale de co-localisation observée au niveau des laminae superficielles | et Il
contraste avec le fort pourcentage de cellules pS32-cFos/GFP détectées au niveau des

laminae V, VI et VIII (Figure 41c, d).
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Double immunofluorescence pS32-cFos (rouge) et GFP (vert) (a, ¢) ou HA (vert) (d) au
niveau du segment lombaire de la moelle spinale de souris GAD67-eGFP (a), GlyT2-
eGFP (c) et VGIuT2:Ribotag (e), 90 minutes aprés I'administration de d-amphétamine (10
mg/kg, i.p.). (b, d, f) Estimation du pourcentage de neurones pS32-cFos/GFP, pS32-
cFos/GFP et pS32-cFos/HA en fonction du nombre total de cellules pS32-cFos (n = 2495,
2842) et GFP (n =1298), GFP (n = 2567) (n = 4 souris, n = 4 tranches/souris).

Afin de déterminer si la régulation précédemment décrite était propre a I'administration de

d-amphétamine, jai évalué si d’autres psychostimulants tels que la cocaine ou le
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méthylphénidate étaient capables d’induire une augmentation du nombre de cellules
pS32-cFos immunoréactives au niveau spinal (Figure 42). En accord avec nos
précédentes conclusions, jai observé une augmentation de pS32-cFos au niveau des
laminae profondes V, VI et VII 90 min aprés I'administration de d-amphétamine (Figure
42a, b). De maniére intéressante, une augmentation du nombre de cellules pS32-cFos a
été observée dans ces mémes laminae en réponse a l'administration de cocaine (15
mg/kg, i.p.) et de méthylphenidate (15 mg/kg, i.p.) (Figure 42c-f). Si 'augmentation de
pS32-cFos dans les laminae V, VI et VII semble étre une caractéristique commune des
psychostimulants, I'induction dans les autres laminae semble dépendre de la nature du
composé administré (Figure 42c-f). Ainsi, 'augmentation de pS32-cFos dans la lamina VI
est spécifique a 'amphétamine alors que celle des laminae | ou X n’est observée qu’apres

administration de cocaine et méthylphénidate, respectivement (Figure 42b, d et f).
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(a, c, e) Induction de pS32-cFos au niveau du segment lombaire de la moelle spinale,

visualisée par immunofluorescence 90 minutes aprés I'administration de d-amphétamine
(10 mg/kg, i.p.) (a), de cocaine (15 mg/kg, i.p.) (c) et de méthylphénidate (15 mg/kg, i.p.)
(e). (b, d, f) Quantification du nombre de cellules pS32-cFos immunoréactives au sein des
différentes couches de la moelle spinale (n = 3 souris par groupe, n= 3 tranches/souris)
Les comptages sont moyennés + SEM. Student t-test, *p<0,05, **p<0,01 saline vs

psychostimulants.
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L’administration de psychostimulants tels que la d-amphétamine, la cocaine ou le
méthylphénidate entraine une forte augmentation de lactivité locomotrice. Afin de
déterminer si I'induction de pS32-cFos observée au niveau lombaire de la moelle spinale
est une conséquence directe de I'hyperlocomotion induite par les psychostimulants, jai
analysé l'induction de pS32-cFos en réponse a I'administration de morphine (5 mg/kg, s.c.)
et de dizocilpine (MK801) (0,3 mg/kg, i.p.). Ces deux composés, au mode d’action
pharmacologique distinct des psychostimulants, sont connus pour induire une forte
augmentation de l'activité locomotrice (Figure 43a-d). L'analyse de mes quantifications
révele que I'administration de morphine ou de dizocilpine n’entraine pas d’augmentation
du nombre de cellules pS32-cFos au niveau du segment lombaire de la moelle spinale.
L'ensemble de ces résultats suggere que l'augmentation de pS32-cFos induite par
'administration de psychostimulants n’est pas le simple reflet d’'une hyperactivité

locomotrice.
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(a, ¢) Induction de pS32-cFos au niveau du segment lombaire de la moelle spinale,

visualisée par immunofluorescence 90 minutes aprés I'administration de dizocilpine (0.3

mg/kg, i.p.) (a) et de morphine (5 mg/kg, s.c.) (b). (b, d) Quantification du nombre de

cellules pS32-cFos immunoréactives au sein des différentes couches de la moelle spinale.

(n = 5 souris par groupe, n = 4 tranches par souris) Les comptages sont moyennés + SEM.

Student t-test,
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La d-amphétamine est un substrat du transporteur vésiculaire des monoamines (VMAT2)
et va ainsi faciliter la libération de monoamines a partir de leurs sites de stockage. En
agissant comme un faux substrat, la d-amphétamine va également pouvoir enclencher le
transport inverse des monoamines, via leurs transporteurs, du cytoplasme vers le milieu
extracellulaire. Nous avons cherché a déterminer quel systéme monoaminergique était
préférentiellement impligué dans laugmentation de pS32-cFos induite par la d-
amphétamine. Pour ce faire, jai analysé linduction de pS32-cFos en réponse a
'administration d’inhibiteur sélectif de la recapture de la dopamine (GBR12783), de la
noradrénaline (désipramine) ou de la sérotonine (imipramine) seule ou en combinaison
avec la d-amphétamine (Figure 44). Nos résultats révélent que I'administration de
désipramine ou d’imipramine n’entraine aucune augmentation du nombre de cellules
pS32-cFos immunoréactives dans la moelle spinale (Figure 44a, b). De plus, l'induction de
pS32-cFos en réponse a I'administration de d-amphétamine n’est pas altérée chez des
souris traitées préalablement par I'imipramine ou la désipramine (Figure 44a, b). En
revanche, le blocage de la recapture de dopamine par le GBR12783 est suffisant pour
induire un patron d’expression de pS32-cFos semblable a celui observé en réponse a
'administration de d-amphétamine (augmentation dans les laminae V, VI, VII et VIII)
(Figure 44a, b). L'absence d’une augmentation additive du nombre de cellules pS32-cFos
en réponse a l'administration de d-amphétamine chez les souris prétraitées par le
GBR12783 suggeére que la signalisation dopaminergique est suffisante pour les effets de

d-amphétamine observés au niveau du segment lombaire de la moelle spinale.
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Figure 44 | Induction de pS32-cFos en réponse I'administration d’inhibiteurs

sélectifs de la recapture de monoamines

(a) Induction de pS32-cFos au niveau du segment lombaire de la moelle spinale,
visualisée par immunofluorescence 90 minutes aprés I'administration d’imipramine (10
mg/kg, i.p.), de désipramine (15 mg/kg, i.p.) et de GBR12783 (15 mg/kg, i.p.) seuls ou en
combinaison avec la d-amphétamine (10 mg/kg, i.p). (b, d) Quantification du nombre de
cellules pS32-cFos immunoréactives au sein des différentes couches de la moelle spinale.
(n = 3 souris par groupe, n = 4 tranches par souris). Les comptages sont moyennés *
SEM. Analyse statistique : one-way ANOVA, couche | (F(6,84) = 7,3386, P < 0,0001),
couche Il (F(6,84) = 9,553, P < 0,0001), couche Il (F(6,86) = 13,33, P < 0,0001), couche
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IV (F(6,86) = 14,94, P < 0,0001), couche V (F(6,86) = 9,926, P < 0,0001), couche VI
(F(6,86) = 35,65, P < 0,0001), couche VII (F(6,86) = 15,01, P < 0,0001), couche VIlI
(F(6,86) = 13,38, P < 0,0001), couche IX (F(6,86) = 14,53, P < 0,0001), couche X (F(6,86)
= 12,38, P < 0,0001). Post-hoc Tukey, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 saline/d-

amphétamine vs autres groupes.

J’ai ensuite recherché si les récepteurs D1 pouvaient participer a la régulation de pS32-
cFos induit par l'administration d’amphétamine. Comme illustrer dans la Figure 45,
laugmentation du nombre de cellules pS32-cFos immunoréactives en réponse a
'administration d’amphétamine n’est pas diminuée chez les souris ayant été prétraitées

par le Sch23390 (0,1mg/kg, i.p.), un antagoniste D1/D5.

Dans le striatum la régulation de I'induction de cFos requiert la stimulation synergique des
récepteurs dopaminergiques D1 et glutamatergiques NMDA. J'ai donc testé si dans la
moelle spinale les récepteurs NMDA pouvaient participer a linduction de pS32-cFos
induite par 'amphétamine. Tout comme avec le Sch23390, les souris prétraitées par un
antagoniste non compétitif des NMDA, la dizocilpine (0,3 mg/kg, i.p.) montrent, en réponse
a l'administration d’amphétamine, une augmentation du nombre de cellules pS32-cFos
positives équivalente a celle observée chez les souris n’ayant regu que I'amphétamine
(Figure 45). Ces résultats suggeérent que les mécanismes impliqués dans l'induction de
pS32-cFos dans la moelle spinale difféerent de ceux classiquement décrits au niveau du
striatum. Des études complémentaires devront étre réalisées pour identifier les récepteurs

dopaminergiques impliqués dans cette régulation.
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Figure 45 | Role des récepteurs D1 et NMDA dans la régulation de pS32-cFos en

réponse I'administration de d-amphétamine

(@) Induction de pS32-cFos au niveau du segment lombaire de la moelle spinale,
visualisée par immunofluorescence 90 minutes aprés I'administration d-amphétamine (10
mg/kg, i.p) chez des souris préalablement injectées avec une solution saline ou une
solution contenant un antagoniste des récepteurs D1R/D5R (Sch23390, XX mg/kg, i.p.) ou
des récepteurs NMDA (dizolcipine, 0,3 mg/kg, i.p.). (b) Quantification du nombre de
cellules pS32-cFos immunoréactives au sein des différentes couches de la moelle spinale.
(n = 3 souris par groupe, n = 4 tranches par souris). Les comptages sont moyennés +
SEM. Analyse statistique : one-way ANOVA, lamina | (F(2,34) = 1,842, P 0,1739), lamina Il
(F(2,34) = 18,83, P<0,0001), lamina IIl (F(2,34) = 19,01, P<0,0001), lamina IV (F(2,34) =
23,99, P<0,0001), lamina V (F(2,34) = 10,36, P 0,0003), lamina VI (F(2,34) = 8,406, P
0,0011), lamina VII (F(2,34) = 9,464, P 0,0005), lamina VIII (F(2,34) = 15,17, P<0,0001),
lamina IX (F(2,34) = 1,448, P 0,2491), lamina X (F(2,34) = 17,78, P<0,0001). Post-hoc

Tukey, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 saline/d-amphétamine vs autres groupes.
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Alors que quelques études suggéraient un réle des D2R au niveau de la moelle spinale,
tres peu d’informations étaient disponibles quant a lidentité des cellules spinales
exprimant ce sous-type de récepteur dopaminergique (Zhu et al., 2007b). L'utilisation de la
souris Drd2-Cre:RiboTag, générée au laboratoire, m’a permis de réaliser une
caractérisation anatomique et moléculaire des cellules spinales exprimant les D2R,
prérequis nécessaire a I'étude du rble fonctionnel de ces récepteurs au sein de la moelle.
En combinant des approches d’immunofluorescence, d’hybridation in situ fluorescente
multiplexées et la méthodologie Ribotag, j’ai pu mettre en évidence que I'expression des
D2R est trés hétérogene au sein des diverses populations de neurones spinaux

excitateurs et inhibiteurs.

La technique iDISCO nous a tout d’abord permis de montrer que les cellules spinales
exprimant les D2R étaient présentes au niveau de tous les segments de la moelle avec
une expression préférentielle au niveau de la corne dorsale de la moelle. Cette
cartographie précise offre une vision globale de la distribution des cellules D2R positives
et permet de compléter les premieres observations faites par des approches plus
traditionnelles et moins résolutives (Zhu et al., 2007b). Notre caractérisation moléculaire a
quant a elle révélée un degré d’hétérogenéité conséquent. En effet, les D2R sont
exprimés au sein de neurones spinaux excitateurs et inhibiteurs hétérogenes. Nos
résultats enrichissent les récentes observations faites par séquengage sur cellule unique
réalisé dans la corne dorsale de la moelle (Haring et al., 2018; Sathyamurthy et al., 2018).

Ainsi, 'analyse croisée entre nos résultats et ces données indiquent que, bien que
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faiblement exprimés, les transcrits Drd2 sont plus particulierement enrichis dans 2 des 15
sous populations de neurones GABAergiques qui expriment la parvalbumine (GABA14 et
15, définies par I'expression de Crabp1) (Haring et al., 2018). En ce qui concerne, les
populations de neurones excitateurs, les transcrits Drd2 sont concentrés dans des
populations définies par I'expression de Cck et Maf (Haring et al., 2018) ainsi que dans
celle exprimant I'enképhaline, une observation corroborant nos résultats (Sathyamurthy et
al.,, 2018). Cette étude qui constitue une premiére étape dans la caractérisation de
I'identité des neurones spinaux exprimant les D2R, pose la question de la dynamique
temporelle et spatiale (cervical vs thoracique) de I'expression des D2R aux différents
stades du développement de la moelle spinale. Ainsi, l'identification des progéniteurs
neuronaux et des modules de régulation transcriptionnelle conduisant a I'expression des
D2R spinaux nous permettra de mieux comprendre le réle de ce récepteur au sein de

circuits spinaux.

La diversité des neurones exprimant les D2R au sein de la moelle spinale n’est pas une
particularité de cette structure. En effet, de récentes études suggerent I'existence d’'une
telle hétérogénéité au sein de I'hippocampe dorsal, ou les D2R sont exprimés a la fois par
les cellules moussues excitatrices du gyrus dentelé et par une grande variété
d’interneurones (Gangarossa et al., 2012; Puighermanal et al., 2015). Fait intéressant,
cette diversité existe également au sein de neurones longtemps considérés comme
identiques, comme c'est le cas pour les neurones du striatum exprimant les D2R
(neurones épineux moyens striatopallidaux et interneurones cholinergiques) (Gokce et al.,
2016; Saunders et al., 2018). Nos résultats soulévent la question de savoir si cette méme
diversité existe au sein des cellules spinales exprimant les autres récepteurs

dopaminergiques notamment D1R et D3R. Des analyses complémentaires permettront de
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répondre a cette question et de déterminer notamment le degré de ségrégation entre les
neurones exprimant les D1R et D2R qui peut varier considérablement suivant les

structures cérébrales analysées (Bertran-Gonzalez et al., 2008; Gangarossa et al., 2019).

Trés peu d’études se sont intéressées aux conséquences de la stimulation des D2R sur
I'activité des neurones spinaux. Les seules données disponibles a ce jour indiquent que la
stimulation des D2R hyperpolarisent les neurones de la substantia gelatinosa (laminae II)
via un mécanisme impliquant les GIRK (Tamae et al. 2005; Taniguchi et al. 2011). Il serait
bien évidemment intéressant d’étendre cette analyse des réponses électrophysiologiques
aux autres laminae de la corne dorsale et de les ré-analyser en tenant compte de la
diversité cellulaire et moléculaire des neurones spinaux exprimant les D2R. En effet, seule
cette dissection minutieuse permettra de déterminer si la stimulation des D2R
s’accompagne systématiquement d’une hyperpolarisation des neurones ou si a cette
diversité moléculaire s’ajoute une hétérogénéité des réponses électrophysiologiques déja
observée dans d’autres structures cérébrales. Ainsi, dans I'hippocampe la stimulation des
D2R va entrainer une augmentation de I'excitabilité des cellules moussues du gyrus denté
via un mécanisme indépendant des protéines G mais impliquant les arrestines et la voie
de signalisation intracellulaire Akt/GSK3 (Etter and Krezel, 2014). De plus, la
connaissance de l'identité des neurones enregistrés permettra de mieux caractériser et
comprendre les effets présynaptiques inhibiteurs des D2R sur la transmission synaptique

des neurones spinaux (Taniguchi et al., 2011).

En paralléle de notre caractérisation anatomique et moléculaire, nous avons initié une

série d’expériences dont le but était de déterminer le réle fonctionnel des D2R spinaux.
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Pour ce faire, nous avons réalisé une invalidation conditionnelle des D2R au niveau de la
corne dorsale des segments lombaires de la moelle spinale. Pour cette premiére série
d’expériencse nous avons opté pour une invalidation large (non restreinte a une lamina en
particulier) et peu sélective (non restreinte a une population neuronale) en utilisant un
vecteur viral dont I'expression de la Cre recombinase était sous contrdle du promoteur de
la CaMKII (ubiquitaire au niveau de la moelle). L'absence de phénotype comportemental
illustre la limite de notre approche et suggére que le role fonctionnel des D2R spinaux ne
peut étre appréhendé sans tenir compte de la diversité cellulaire exprimant ces récepteurs.
De fait, l'invalidation des D2R dans un sous-type neuronal génétiquement identifi€ semble
étre la stratégie la plus rationnelle. Au vu de notre caractérisation moléculaire montrant un
enrichissement des transcrits Penk dans les neurones spinaux exprimant les D2R,
linvalidation des D2R au sein de la population de neurones spinaux exprimant
'enképhaline serait tout a fait pertinente. |l est important de faire remarquer ici que
I'approche Cre/loxP classique qui consisterait a croiser les souris Penk-Cre avec les Drd2-
f/f ne peut étre envisagé. En effet, ces souris présenteraient un phénotype moteur fort
(hypolocomotion, akinésie) résultant de linvalidation des D2R dans les neurones
striatopallidaux. Une stratégie alternative est cependant envisageable et nécessiterait de
générer une souris Penk-Flp qui, croisée avec la Drd2-f/f, permettrait d’invalider
sélectivement les D2R des neurones spinaux enképhalines-positifs aprés injection d'un
vecteur viral permettant I'expression de la Cre recombinase sous le contréle de la flipase.
Cette approche nous permettrait de déterminer si les D2R présents sur les neurones
spinaux enképhalinergiques participent a I'action antinociceptive de la dopamine (Almanza
et al., 2015; Liu et al., 1992; Taniguchi et al., 2011). L'invalidation sélective des D2R dans

d’autres sous-types neuronaux spinaux permettrait également de tester I'implication de
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ces récepteurs dans le contréle d’autres modalités somatosensorielles (mécanoception,
thermoception,...) et de préciser leur réle dans la modulation des réseaux moteurs. Enfin,
une question que nous n’avons pas pu aborder lors de ce travail concerne le réle des
neurones définis par I'expression des D2R. Des stratégies de génétique intersectionnelle
nous permettraient de manipuler sélectivement certaines des sous populations neuronales

exprimant les D2R (Box 2).

De nombreuses études cliniques supportent I’hypothése selon laquelle le syndrome des
jambes sans repos (SJSR) induit ou non par les antipsychotiques résulte en partie d’'une
perturbation de la transmission dopaminergique. A ce jour, le ropinirole ou le pramipexole,
deux agonistes dopaminergiques ciblant préférentiellement les D2R-like, restent les
molécules de référence classiquement utilisées pour le traitement symptomatique du
SJSR (Clemens et al., 2006). Ainsi, il serait intéressant de déterminer les conséquences
fonctionnelles d’'une exposition répétée au ropinirole et/ou pramipexole et aux
antipsychotiques (haloperidol) sur les neurones spinaux exprimant les D2R. Dans ce
contexte, I'utilisation de nos souris Drd2-Cre:Ribotag nous permettrait d’identifier par des
approches de séquengage d’ARNm a haut débit les altérations moléculaires prenant place
spécifiguement au sein des neurones spinaux exprimant les D2R. Cette stratégie
permettrait d’ouvrir de nouvelles perspectives quant a la compréhension des mécanismes

physiopathologiques sous-tendant le SISR.

Au cours de ce travail de thése nous avons focalisé notre attention sur les neurones
dopaminoceptifs de la moelle spinale exprimant les D2R mais il est évident que

'appréhension du rdle de ces récepteurs ne peut se faire sans une meilleure
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connaissance des circuits dopaminergiques diencéphalospinaux. Alors que les données
de la littérature s’accordent a dire que le noyau dopaminergique diencéphalique A11
constitue la seule source de dopamine au niveau de la moelle spinale (Qu et al., 2006;
Skagerberg et al.,, 1982), l'existence d’autres sources de dopamine ne peut étre
complétement exclue. Ainsi, un faisceau d’arguments suggere que la dopamine pourrait
étre libérée par certains neurones sensoriels provenant des ganglions rachidiens. En effet,
une fraction de ces neurones exprime la TH (Brumovsky, 2016) ainsi que le transporteur
vésiculaire des monoamines VMAT2 (Goswami et al., 2014) suggérant que la dopamine
pourrait étre non seulement synthétisée mais également stockée au sein de vésicules et
de fait libérée au sein de la moelle spinale. Parmi les stratégies permettant de répondre a
cette question, celle couplant la photostimulation des neurones sensoriels exprimant la TH
a la mesure de la libération de dopamine par la technique de voltammeétrie semble de loin
la plus appropriée. En effet, elle nous permettrait de controler les paramétres de
stimulation mais également d’étre extrémement résolutive concernant les aspects
temporels de la libération de dopamine. Enfin, les neurones noradrénergiques
descendants provenant du locus coeruleus pourrait constituer une source additionnelle de
dopamine. En effet, deux études récentes ont montré qu’au sein de I'hippocampe dorsal
ces neurones libéraient conjointement de la noradrénaline et de la dopamine (Kempadoo
et al., 2016; Takeuchi et al.,, 2016). Il serait donc intéressant de déterminer si ces
caractéristiques sont retrouvées au sein des neurones noradrénegiques du locus

coeruleus innervant la moelle spinale.

Alors que les approches optogénétiques et pharmacogeénétiques ont permis de mettre en
évidence que l'activation des neurones dopaminergiques du noyau A11 est suffisante pour

promouvoir la locomotion (Barriere et al., 2004; Koblinger et al., 2018), peu d’études se
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sont intéressées a la physiologie de ces neurones ni a la nature des stimuli capables de
moduler leur activité. Ainsi, des enregistrements extracellulaires unitaires nous
renseigneraient sur l'activité spontanée (fréquence de décharge/burst) de ces neurones
DA et nous permettraient également de déterminer leur activité (excitation et/ou inhibition)
en réponse a la présentation d’'un stimulus appétitif ou aversif. Il serait alors intéressant
d’analyser ces résultats a la lumiére des connaissances existantes sur les propriétés des
neurones dopaminergiques des noyaux A9 et A10 du mésencéphale. Ces analyses
pourraient étre complétées par des expériences utilisant des microscopes miniaturisés
épifluorescents, nous permettant de visualiser, via l'imagerie calcique, l'activité des
neurones DA diencéphalospinaux chez des animaux libres de leurs mouvements lors de
différentes taches comportementales (activité locomotrice spontanée, forcée, réponses
somatosensorielles...). Enfin, il serait intéressant de déterminer si les neurones DA
diencéphalospinaux constituent une population homogéne ou s'’il existe, comme il a été
décrit pour les neurones DA mésencéphaliques (Brichta et al., 2015; Poulin et al., 2014,
2018) différents sous-types de neurones DA ayant des propriétés moléculaires,

anatomiques et fonctionnelles distinctes.

En paralléle de la caractérisation anatomo-fonctionnelle des neurones spinaux exprimant
les D2R, nous avons réalisé une étude dont I'objectif était d’évaluer les conséquences de
la stimulation pharmacologique du systéme dopaminergique sur l'activité neuronale au

niveau de la moelle spinale. Pour ce faire, nous avons analysé la régulation de
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'expression du gene immeédiat précoce c-Fos en réponse a I'administration de différents
psychostimulants (d-amphétamine, cocaine, méthylphénidate) qui ont tous la capacité
d’augmenter la concentration extracellulaire de DA (Borgkvist and Fisone, 2007; Di Chiara
and Imperato, 1988; Wang and McGINTY, 1999). Alors que le patron d’expression de c-
Fos dans les structures du cerveau antérieur a été largement caractérisé (Kovacs, 1998;
Sagar et al.), les données disponibles concernant une éventuelle régulation au niveau de
la moelle spinale restent parcellaires. Nos résultats indiquent clairement que
'administration de psychostimulants augmentent le nombre de cellules exprimant la forme
phosphorylée de c-Fos suggérant que ces composés sont capables d’activer des circuits
neuronaux spinaux. Nos analyses révelent que I'expression de p-cFos n’est pas restreinte
a une lamina et n’est pas spécifique d’'un sous-type de neurones spinaux. |l est intéressant
de noter qu’au sein de la moelle spinale, 'administration d’amphétamine n’induit pas
I'expression de cFos dans les neurones exprimant les D2R. Ce résultat contraste avec ce
qui a été précédemment observé au sein du striatum ou I'augmentation de c-Fos est
retrouvée dans les neurones exprimant les D1R mais aussi les D2R (Bertran-Gonzalez et
al., 2008). Dans ce contexte, il serait intéressant de déterminer si les neurones spinaux
activés expriment préférentiellement les D1R. L'utilisation de bloqueurs spécifiques des
différents transporteurs des monoamines (SERT, NET et DAT) nous a permis de privilégier
I'hypothése de la contribution de la dopamine dans la régulation de I'expression de c-Fos
induite par les psychostimulants. En effet, parmi les composés utilisés, seul le bloqueur
sélectif du transporteur de la DA a été capable d’induire un patron de régulation de c-Fos
similaire a celui induit par 'amphétamine, la cocaine ou le méthylphénidate suggérant que
la libération de DA est suffisante pour récapituler ces effets. A ce stade, il serait intéressant

de tester [limpact de [linactivation pharmacogénétique des neurones DA
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diencéphalospinaux sur le patron d’expression de c-Fos induit par I'administration des
psychostimulants. Nos résultats soulévent bien évidemment la question du réle fonctionnel
des neurones c-Fos positifs dans les réponses comportementales induites par les
psychostimulants. L'injection de vecteurs viraux permettant l'expression d’opsines
activatrices (channelrhodopsin 2) ou inhibitrices (ArchT) ou de DREADD (pour Designer
Receptor Exclusively Activated by Designer Drugs) au niveau de la moelle spinale de
souris de la lignée c-Fos-CreERT2 nous permettrait de contréler temporellement et
spatialement I'activité des cellules qui auront exprimés c-Fos en réponse a une premiere
administration de psychostimulants. Ainsi, nous pourrions évaluer si ces neurones
participent aux effets psychomoteurs induits par ces composés. Cette stratégie
d’étiquetage de neurones activés pourrait également nous permettre d’évaluer si les
mémes neurones spinaux sont réactivés lors d’injections répétées de psychostimulants.
De telles expériences constitueraient un premier pas vers la démonstration de la mise en
place d’une plasticité neuronale induite par les drogues au sein des circuits neuronaux

spinaux.

Outre I'nyperactivité motrice et I'hyperréflexie, les psychostimulants ont la caractéristique
commune d’augmenter les perceptions sensorielles qu’elles soient auditives, visuelles ou
tactiles (Cherng et al., 2007). Les stimulations tactiles a la périphérie peuvent moduler
lactivité des neurones dopaminergiques de I'ATV projetant vers le circuit de la
récompense (Brischoux, 2009; de Lafuente and Romo). L'’habénula latérale est une
structure au centre de cette interaction entre perception sensorielle et récompense
(Benabid and Jeaugey, 1989; Matsumoto and Hikosaka, 2007; Shelton et al., 2012). La
perception de stimuli tactiles douloureux (Benabid and Jeaugey, 1989; Nagao et al., 1993)

et non douloureux (Chang et al., 2017) est capable d’activer les neurones de I'habénula.
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Cette activation résulte en une innervation GABAergique des structures limbiques
impliquées dans le circuit de la récompense tel que le Nacc et entraine ainsi une inhibition
de ce circuit qui se traduit en une diminution de libération de dopamine (Mathis, 2019;
Salas) et du comportement d’addiction (moins d’hyperactivité locomotrice, moins de
recherche abusives de drogue) (Kim et al., 2013; Wang et al., 2000; Yang et al., 2011). |l
existe donc une voie ascendante permettant aux informations sensorielles de la périphérie
d’atteindre le systéme mésolimbique, via l'intermédiaire de I'habénula. On parle de voie
spino-mésolimbique (Chang et al., 2017). Cette voie spino-mésolimbique passe par la
colonne dorsale (DC) de la moelle spinale formant une des deux voies majeures de la
transmission de [linformation tactile. La DC traite les informations modulant Ia
discrimination tactile, les vibrations, la proprioception (Inman and Steward, 2003). En ce
sens, il serait intéressant de déterminer si 1) les patrons d’activation de c-Fos dans la
moelle spinale induits par les psychostimulants varient en fonction de la nature des stimuli
somatosensoriels auxquels les souris sont exposées lors des injections et si 2) la texture
des sols (agréables ou aversifs) peut influencer les propriétés motivationnelles des
psychostimulants mesurées dans des protocoles de préférence de place conditionnée et
enfin 3) si les neurones s’activant au niveau de la moelle aprés administration de
psychostimulants peuvent étre responsable de 'activation des neurones de I'habénula. De
telles expériences permettraient d’apporter des éléments de réponse quant aux
meécanismes neuronaux sous-tendant les effets aversifs induits par les psychostimulants

frequemment observés une fois les effets positifs dissipés (Jhou et al., 2013).
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PERSPECTIVES (Box 1-3)

Box 1 : Déterminer le connectome des neurones spinaux exprimant les D2R

Cette question pourra étre abordée par des techniques de tragage rétrograde

transsynaptique en utilisant un virus de la rage modifi€ permettant d’établir une

cartographie précise des neurones faisant synapse sur les neurones spinaux exprimant

les D2R.

Rabies Virus

Souris Drd2-Cre:Ribotag
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BOX 2 : Etudier le role des neurones spinaux excitateurs vs inhibiteurs exprimant
les D2R

Ce point nécessitera la mise en ceuvre dune stratégique de génétique dite
intersectionnelle. Le croisement entre des souris exprimant la Cre recombinase sous le
contréle du promoteur du géne Drd2 et la Flpo recombinase sous contrdle des promoteurs
(a) Vglut2 ou (b) Vgat nous permettra apres I'injection de vecteurs viraux exprimant des
opsines ou des DREADD de visualiser, d’activer ou de rendre fonctionnellement silencieux
les neurones spinaux D2R excitateurs vs inhibiteurs. Cette méme stratégie pourra étre

appliquée a des populations neuronales plus restreintes (SOM, PV, Penk).

a. DREADD virus :
lox-FRT-hm4di (Inhibiteur)
Drd2-Cre lox-FRT-hm3dq (Activateur)
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Box 3: Mesurer la libération de DA dans la moelle spinale d’animaux en

comportement

L'utilisation de la photométrie fibrée couplé a I'utilisation de la sonde Dlight1.1 (Patriarchi
et al., 2018) permettra d’enregistrer la libération de DA au niveau de la moelle spinale

chez I'animal libre de ses mouvements et réalisant une tache comportementale
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Il est clair que beaucoup de réseaux spinaux sont modulés par la dopamine, notamment
via l'implication des D2R. Cependant, les mécanismes par lesquels la dopamine agit ainsi
que le réle des D2R sont encore trés flous. Ces travaux de thése avaient pour objectifs
d’apporter d’abord une caractérisation poussée des cellules D2R-positives au sein de la
moelle spinale de souris. Nous avons pu réaliser un état des lieux précis concernant
l'identité cellulaire et neurochimique des cellules D2R-positives du niveau lombaire de la
moelle spinale, grace a différentes techniques de biochimie et a la lignée de souris Drd2-
Cre :Ribotag développée au sein du laboratoire. Les D2R sont exprimés dans tous les
segments de la moelle spinale et présentent une expression préférentielle au niveau de la
corne dorsale. De plus, ces récepteurs sont exclusivement présents dans les populations
neuronales et non gliales. Nous avons mis en avant le grand niveau d’hétérogénéité des
neurones D2R-positifs, qui sont exprimés aussi bien dans des populations de neurones
excitateurs qu’inhibiteurs. L’approche fonctionnelle utilisée pour comprendre le rble de
D2R spinaux au niveau lombaire ne nous permet pas de conclure sur un phénotype clair.
Cependant, le KO conditionnel du géne Drd2 au niveau de la corne dorsale du segment
lombaire de la moelle n’altere pas la locomotion et n’entraine pas d’ataxie ou de paralysie.
Les prochaines étapes de cette étude pourraient étre de viser une approche fonctionnelle
plus précise. En effet, la caractérisation réalisée des neurones D2R-positifs de la moelle
ouvre de nouvelles portes pour permettre d’avoir des approches fonctionnelles plus
spécifiques en ciblant des sous-populations neuronales. Ainsi, il serait intéressant de
comprendre le réle des D2R au sein des différentes populations pour, a terme, avoir une
vue d’ensemble plus claire sur les réseaux neuronaux modulés par la dopamine via ces
récepteurs. Une compréhension des mécanismes de modulation dopaminergique au

niveau spinal pourrait également permettre d’ouvrir des champs de recherche encore plus
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poussés pour comprendre les réels mécanismes dopaminergiques et circuits spinaux

impliqués dans le SJSR.
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En parallele de ces travaux de thése, jai contribué a une étude faisant I'objet d’'une

publication parue en 2019 dans Journal Of Neurochemistry.

Ces travaux avaient pour but de déterminer si des stimuli de natures différentes (aversifs
vs gratifiants) pouvaient moduler I'activation des neurones de projection ( Striatal Spiny
Projection neuron) de la partie caudale du striatum (TS pour Tail of the Striatum). Pour
répondre a cet objectif, une caractérisation de la distribution des récepteurs D1R et D2R
du TS a d’abord été réalisée dans le but de définir différents territoires du striatum. Puis
I'activation de la protéine kinase ERK au niveau du TS a été évaluée en réponse a des
stimuli aversifs et gratifiants. Cette étude a mis en avant l'existence d’'un patron
d’activation opposé de la protéine ERK au niveau du TS en fonction de la nature du

stimulus.

Pour ce projet, jai participé aux expériences pharmacologiques en réalisant certains
traitements sur des souris Drd2eGFP (IP de différentes drogues ; amphétamines, Lithium)
ainsi qu’aux techniques d’histologies (Prélévement des tissus (cerveaux), coupes et
immunohistochimie). J’ai également contribué a réaliser un test comportemental visant a
induire un stress naturel chez la souris, en la mettant en contact avec des cotons imbibés
d’eau (contrble) ou d’'une substance présence dans l'urine de renard (stress naturel). Ces
expériences ont été réalisées au sein de notre laboratoire avec l'aide des membres de

I'équipe.
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Abstract

The caudal part of the striatum, also named the tail of the
striatum (TS), defines a fourth striatal domain. Determining
whether rewarding, aversive and salient stimuli regulate the
activity of striatal spiny projections neurons (SPNs) of the TS
is therefore of paramount importance to understand its
functions, which remain largely elusive. Taking advantage of
genetically encoded biosensors (A-kinase activity reporter 3)
to record protein kinase A signals and by analyzing the
distribution of dopamine D1R- and D2R-SPNs in the TS, we
characterized three subterritories: a D2R/A2aR-lacking, a
D1R/D2R-intermingled and a D1R/D2R-SPNs-enriched area
(corresponding to the amygdalostriatal transition). In addition,
we provide evidence that the distribution of D1R- and D2R-
SPNs in the TS is evolutionarily conserved (mouse, rat,
gerbil). The in vivo analysis of extracellular signal-regulated
kinase (ERK) phosphorylation in these TS subterritories in
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response to distinct appetitive, aversive and pharmacological
stimuli revealed that SPNs of the TS are not recruited by
stimuli triggering innate aversive responses, fasting, satiety, or
palatable signals whereas a reduction in ERK phosphorylation
occurred following learned avoidance. In contrast, D1R-SPNs
of the intermingled and D2R/A2aR-lacking areas were
strongly activated by both D1R agonists and psychostimulant
drugs (d-amphetamine, cocaine, 3,4-methyl enedioxy
methamphetamine, or methylphenidate), but not by hallucino-
gens. Finally, a similar pattern of ERK activation was observed
by blocking selectively dopamine reuptake. Together, our
results reveal that the caudal TS might participate in the
processing of specific reward signals and discrete aversive
stimuli.

Keywords: D1R, D2R, dopamine, ERK, psychostimulants,
striatum.
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dorsal striatum; eGFP, enhanced green fluorescence protein; ERK,
extracellular signal-regulated kinase; HFHS, high-fat high sugar; LGN,
lateral geniculate nucleus of the thalamus; MDMA, 3,4-methyl enedioxy
methamphetamine; MGN, medial geniculate nucleus of the thalamus;
NE, norepinephrine; NET, norepinephrine transporter; PCP, phency-
clidine; PDE10A, phosphodiesterase type 10; PDE4, phosphodiesterase
type 4; PKA, protein kinase A; PTZ, pentylenetetrazole; rDS, rostral part
of the dorsal striatum; RFP, red fluorescent protein; RRID, research
resource identifier; SERT, serotonin transporter; SNc, substantia nigra
pars compacta; SPNG, striatal projection neurons; TMT, 2,3,5-Trimethyl-
3-thiazoline; TS, tail of the striatum; VGLUT?2, vesicular glutamate
transporter type 2; VPN, ventral posterior nucleus.

© 2019 International Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2019) 10.1111/jnc.14804 1

149

ANNEXE

ORIGINAL ARTICLE



2 | G. Gangarossa et al.

The striatum, the main input structure of the basal ganglia
circuit, controls distinct functions ranging from motor actions
to reward processing and motivated behaviors (Nicola 2007;
Balleine et al. 2007; Gerfen and Surmeier 2011; Graybiel
and Grafton 2015). This functional diversity in part relies on
its ability to dynamically integrate multimodal excitatory
inputs arising from the cortex and the thalamus (Huerta-
Ocampo et al. 2014). These excitatory inputs are topograph-
ically segregated, delineating functional boundaries among
the three classical striatal domains that include sensorimotor,
associative, and limbic domains (Yin and Knowlton 2006;
Belin et al. 2009; Gruber and McDonald 2012).

However, recent large-scale mouse projectome studies
support the existence of a fourth domain (Menegas et al.
2015; Hunnicutt et al., 2016). Corresponding to the tail of the
striatum (TS), this domain is densely innervated by excita-
tory inputs from the entorhinal, auditory and visual cortices
and sensory thalamic nuclei including the lateral and medial
geniculate thalamus and the ventral posterior nucleus (Gan-
garossa et al. 2013b; Menegas et al. 2015; Hunnicutt et al.,
2016; Jiang and Kim 2018). The integration of the informa-
tion arising from these cortical and thalamic areas is
modulated by dopaminergic (DA) neurons clustered in the
lateral part of the substantia nigra pars compacta (Gangarossa
et al. 2013b; Menegas et al. 2015; Poulin et al. 2018). These
DA neurons, which express VGLUT2 and lack D2 autore-
ceptors (Gangarossa et al. 2013b; Poulin er al. 2018),
contribute to reinforcement learning that promotes avoidance
of threatening stimuli (Menegas et al. 2018).

In addition to its specialized inputs connectivity, the TS is
also characterized by a topographic non-random distribution
of striatal projection neurons (SPNs) expressing DIR (DIR-
SPNs) and D2R/A2aR (D2R/A2aR-SPNs). Indeed, we have
previously identified in the TS a territory lacking D2R/A2aR-
SPNs and exclusively composed of D1R-SPNs (Gangarossa
et al. 2013b). Although this peculiar organization suggests
that information processed within the TS could differ from
the one described in the sensorimotor, associative and limbic
domains, the nature of the stimuli that recruit the SPNs of the
TS remain largely unknown.

The present study aims to determine whether stimuli of
different nature (rewarding, aversive and salient) modulate
the activation of SPNs in the TS. We first performed an
accurate characterization of the distribution of DIR- and
D2R/A2aR-SPNs within the TS, which allowed us to
delineate three striatal subterritories, namely the (i) inter-
mingled area, the (ii) D2R/A2aR-lacking area and the (iii)
amygdalostriatal transition (AST) area. We also analyzed the
ability of distinct appetitive, aversive and pharmacological
stimuli to activate caudal SPNs by monitoring ERK phos-
phorylation (P-ERK), used here as a molecular readout of
striatal activation (Bertran-Gonzalez et al. 2010; Gangarossa
et al. 2013c; Hutton ef al. 2017; Valjent et al. 2019). Our
results reveal opposing patterns of ERK activation in the TS

ANNEXE

in response to innate or learned avoidance behaviors
compared to rewarding experiences evoked by psychostim-
ulant drugs.

Materials and methods

Animals

C57Bl/6] (n = 153) (RRID:IMSR_JAX:000664 from Charles River
Laboratories, France, RRID:SCR_003792), FVB/N (n = 3) (RRID:
IMSR_JAX:001800 from Janvier Laboratories, France), Drd2-eGFP
(n = 53) (RRID:MMRRC_000230-UNC), Nr4al-eGFP (n=17)
(RRID:MMRRC_012015-UCD) (Gong et al. 2003) and Drd2-
eGFP/Drdla-tdTomato (n = 4, kindly provided by C. Kellendonk,
Columbia University, NY USA and previously characterized
(Biezonski et al. 2015)) mice were used in the present study.
Drd2-eGFP/Drdla-tdTomato mice were generated by crossing
Drdla-tdTomato (Tg(Drdla-tdTomato)6Calak/J, RRID:IMSR_
JAX:016204) and Drd2-eGFP (Tg(Drd2-EGFP)S118Gsat/Mmnc,
RRID:IMSR_MMRRC:000230) mice. Only male 8- to 10-week-old
mice (25-30 grams) were used in the current study.

Unless specifically stated, all animals (mice, rats, and gerbils)
were housed in groups of 2 to 5 per cage (standard sizes according
to the European animal welfare guidelines 2010/63/EC) and
maintained in a 12 h light/dark cycle (lights on from 7:30 am to
7:30 pm), in stable conditions of temperature (22°C) and humidity
(60%), with food and water provided ad libitum. This study was not
pre-registered.

We used PCR to determine the genotype of our transgenic mice.
The following PCR primers were used: 5’-GCAGAAGAACGG-
CATCAAG-3’ (forward) and 5’-GCTCAGGTAGTGGTTGTCG-3’
(reverse) for GFP; 5’-CTTCTGAGGCGGAAAGAAC-3’ (forward)
and 5’-TTTCTGATTGAGAGCATTCG-3’ (reverse) for tdTomato.

Eighteen adult males from nine different wild mouse taxa (genus
Mus), which included three subspecies of Mus musculus [Mus
musculus domesticus (n = 2), Mus musculus castaneus (n = 2) and
Mus musculus musculus (n = 2)], four species of the subgenus Mus
[Mus spretus (n = 2), Mus spicilegus (n = 2), Mus macedonicus
(n=2) and Mus caroli (n=2)] and two species from other
subgenera (Nannomys minutoides (n = 2) and Coelomys pahari
(n = 2)), were purchased from the Wild Mouse Genetic Repository
of Montpellier (France) except for Nannomys minutoides that were
raised at the breeding facility (CECEMA) of the University of
Montpellier, France. Male 3- to 4-month-old Mongolian gerbils
(n =3, 70-80 g) (Janvier Laboratories, France) were kindly
provided by Gilles Desmadryl (INM Montpellier France). Male
10-week-old Sprague-Dawley rats (n = 3, 450 g, RRID:RGD_
734476) were purchased from Charles River Laboratories (RRID:
SCR_003792, France). All experiments were performed during the
light phase (notably, 10 am to 4 pm). Male wild mouse taxa, gerbils
and rats were used exclusively for the neuroanatomical character-
ization (Fig. 1). For behavioral and pharmacological experiments
arbitrary assignments were used to allocate mice to specific groups.
No randomization was performed to allocate subjects in the study.
No blinding was performed for animal experiments. Housing and
experimental procedures were approved by the French Agriculture
and Forestry Ministry (C34-172-13). Experiments were performed
in accordance with the animal welfare guidelines 2010/63/EC of the
European Communities Council Directive regarding the care and
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Fig. 1 Description of the study. The whole study was designed in order to characterize the cell-type specific organization (Neuroanatomy) as well
as the molecular patterns of ERK phosphorylation (Pharmacology and Behavior) within the territories of the tail of the striatum (TS). The figure
summarizes the experimental conditions and the animal strains used for each purpose (n = number of mice). For the detailed repartition of the
experimental groups please see Figures, Tables and Supplemental Tables. For the detailed description of each experiment please see Material and
Methods. No animals were excluded in this study. D1R: dopamine D1 receptor; D2R: dopamine D2 receptor; ERK: extracellular signal-regulated
kinase; LiCl: lithium chloride; PDEs: phosphodiesterases; TS: tail of the striatum.

use of animals for experimental procedures. All animals were
anaesthetized (euthasol, 360 mg/kg, i.p., TVM lab, France) imme-
diately after acute pharmacological or behavioral experiments (see
Tissue preparation and immunofluorescence section) (Fig. 1). None
of these manipulations required painful and invasive techniques.
Male wild mouse taxa, gerbils and rats were immediately anaes-
thetized (euthasol, 360 mg/kg, i.p.) in their home cages (no
pharmacological or behavioral experiments) before transcardiac
perfusion with 4% (weight/vol) paraformaldehyde and exclusively
used for the neuroanatomical characterization (see Figs 1 and 4 and
Tissue preparation and immunofluorescence section). No invasive
or painful techniques (surgery) were used during our manipulations.

Drugs and treatment

Drugs and treatment are detailed in Table 1. All drugs were acquired
within the last 5 years and stored following the manufacturers
recommendation. Drugs were administered at doses in agreement
with previous studies showing behavioral and/or molecular modi-
fications (see Table 1). For in vivo pharmacological experiments,
mice were habituated to handling and saline injections three
consecutive days before the experiments. Drugs were dissolved in

0.9% (w/v) NaCl (saline) and administered on day 4. All the mice
were injected in the home cage and perfused 15 or 30 min after
injection.

Animal behaviors

Auditory fear conditioning

The experiments were carried out in a fear conditioning apparatus
comprising two test boxes placed within ventilated and soundproof
cubicles (Imetronic, Pessac, France). Two different contextual
configurations were used for the conditioning (box A: smooth
white foam on the walls, square cage, metal grid, smooth floor; box
B: dark honeycomb foam on the walls, circle cage, metal grid, rough
floor). Boxes were cleaned before and after each session with 70%
ethanol. After 10 min of habituation to box A or B, mice received 5
pairings of one tone (CS+, 10 s) with an unconditioned stimulus
(US: 0.6 mA scrambled footshock, 2 s, coinciding with the last 2 s
of CS + presentation). The interval between each pairing was
arbitrarily assigned between 35 and 60 s. The session finished 30 s
after the end of the last CS+. Freezing behavior was recorded using
a tight infrared frame and the threshold for considering freezing
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Table 1 List of drugs

ANNEXE

Supplier (RRID)

References

Drugs Doses Catalog N
d-amphetamine 10 mg/kg, i.p. #2813
Cocaine 15 mg/kg, i.p. #C5776
MDMA 10 mg/kg, i.p. #M5029
Methylphenidate 15 mg/kg, i.p. #M2892
GBR12783 10 mg/kg, i.p. #0513
Desipramine 20 mg/kg, i.p. #3067
Fluoxetine 10 mg/kg, i.p. #0927
SKF81297 5 mg/kg, i.p. #1447
SKF83822 5 mg/kg, i.p. #2075
SKF83959 5 mg/kg, i.p. #2074
Apomorphine 3 mg/kg, s.c. #2073
SCH23390 0.1 mg/kg, i.p. #0925
LiCl 150 mg/kg, i.p. #4408
DOI 10 mg/kg, i.p. #D101
Phencyclidine 3 mg/kg, s.c. #P3029
Dizocilpine 0.3 mg/kg, i.p. #0924
PTZ 60 mg/kg, i.p. #P6500
Kainate 20 mg/kg, i.p. #K0250
Papaverine 30 mg/kg, i.p. #P3510
Rolipram 10 mg/kg, i.p. #0905
SKF38393 1 uM #0922
CGS21680 1 uM #1063
Forskolin 12.5 yM #1099

RRID:SCR_003689
RRID:SCR_008988
RRID:SCR_008988
RRID:SCR_008988
RRID:SCR_003689
RRID:SCR_003689
RRID:SCR_003689
RRID:SCR_003689
RRID:SCR_003689
RRID:SCR_003689
RRID:SCR_003689
RRID:SCR_003689
RRID:SCR_008988
RRID:SCR_008988
RRID:SCR_008988
RRID:SCR_003689
RRID:SCR_008988
RRID:SCR_008988
RRID:SCR_008988
RRID:SCR_003689
RRID:SCR_003689
RRID:SCR_003689
RRID:SCR_003689

Gangarossa et al. (2013a)
Gangarossa et al. (2013a)
Doly et al. (2009)

Pascoli et al. (2005)
Valjent et al. (2010)
Valjent et al. (2004)
Valjent et al. (2004)
Gangarossa et al. (2013c)
(Gangarossa et al. 2011)
Gangarossa et al. (2011)
Gangarossa et al. (2013c)
Valjent et al. (2000)
Longoni et al. (2011)
Halberstadt et al. (2009)
Mouri et al. (2012)
Valjent et al. (2000)
Assaf et al. (2011)
Bliithgen et al. (2017)
Nishi et al. (2008)

Nishi et al. (2008)

Polito et al. (2015)

Polito et al. (2015)

Polito et al. (2015)

d-amph, d-amphetamine; MDMA, 3,4-Methylenedioxymethamphetamine; LiCl, Lithium chloride; DOI, 2,5-Dimethoxy-4-iodoamphetamine;

Dizopilcine, MK801; PTZ, Pentylenetetrazol

behavior was set up at 2 s. The first 10 min of habituation were used
to assess the basal freezing. Mice were perfused immediately after
conditioning.

Active avoidance

The experiments were carried out in a shuttle box placed within a
ventilated and soundproof cubicle (Imetronic, Pessac, France). The
apparatus consisted in two square compartments (20 x 20 cm)
separated by a partition. Each compartment was equipped with
metal grid, independent houselights, and tight infrared beams frame
to measure locomotor activity. Between each session the apparatus
was cleaned with 70% ethanol. Mice were first subjected to a
habituation session during which they were exposed to 10
alternating presentations of two different tones (8 s). The two tones
were stopped as soon as mice moved to the adjacent compartment.
A conditioning session (30 min) comprised 30 training trials. A
training trial consisted of an 8 s avoidance interval, followed by a
5 s escape interval. During the avoidance interval, a tone (CS+) was
presented for the duration of the interval or until the mice shuttled
(avoidance behavior) to the other compartment. If the animal
avoided, the CS + was terminated and no escape interval was
presented. If the animal did not avoid, an unconditioned stimulus
(US: 0.7 mA scrambled footshock coinciding with the last 5 s of
CS + presentation) was delivered through the grid floor of the
occupied half of the shuttle box. In such paradigm, the US was used
to motivate the animal to move to the other compartment (escape),
thus terminating the trial. During the intertrial interval, the animal
awaited the next trial and was free to cross between compartments at

will. During the conditioning session mice were also randomly
exposed to the other tone (CS-, 8 s), which was never associated
with the US. The percentage of avoidances was used as an index of
the learning performance. Mice were perfused immediately after the
habituation to the shuttle box, the first or the second conditioning
session.

Resident-intruder

This test is based on territory defensive behaviors against unfamiliar
intruding conspecifics. A single-housed resident male (3- to 6-
month-old sexually experienced male FVB/N, 40 g) was confronted
in its home-cage to a group-housed intruder male C57B1/6] mouse
for 10 min. Both the resident and intruder were perfused immedi-
ately after the test.

Natural stressors

The mice were habituated in a medium-sized box during the first
day. Twenty-four hours later each animal was transferred to the
same cage. After 15 min of habituation, a petri dish containing
either mouse’s own bedding (control condition) or rat bedding was
introduced in the cage. Similarly, after 15 min of habituation mice
were exposed to a filter paper impregnated with water (control
condition) or 20 pL of 2,3,5-Trimethyl-3-thiazoline (TMT) (2,3,5-
Trimethyl-3-thiazoline, a constituent of fox urine). Rat bedding and
TMT represent two natural stressors (predator odors). All mice were
perfused immediately after 15 min of exposure to mouse bedding,
rat bedding, water, or TMT.

© 2019 International Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2019) 10.1111/jnc.14804
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Food-related behavior

Mice were single-housed during the whole protocol. Five groups of
mice were used: (i) a control group with ad libitum access to chow
pellets, (ii) a fasted group food-deprived for 12 h (dark period), (iii)
a group of fasted/refed mice (one cycle), (iv) a group of fasted/refed
mice during six cycles and (v) a group of bingeing mice daily
exposed to high-fat high-sugar (HFHS) diet during 1 h/day for six
intermittent days. All mice were perfused with PFA 4% 30 min
following the last exposure to food (chow or HFHS diet).

Tissue preparation and immunofluorescence

All animals were rapidly anaesthetized with euthasol (360 mg/kg,
i.p., TVM lab, France) and transcardially perfused with 4% (weight/
vol) paraformaldehyde in 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.5).
Euthasol (360 mg/kg, i.p), a pentobarbital sodium solution, allows
rapid, efficient, and deep anesthesia necessary to preserve phospho-
rylation. For the neuroanatomical characterization mice were perfused
with no specific order. For the pharmacological and behavioral
experiments mice were perfused every 6 min by arbitrarily alternating
subjects and groups (behavioral conditions or pharmacological
treatments). Brains were post-fixed overnight in the same solution
and stored at 4°C. Tissues were prepared as previously previously
(Gangarossa et al. 2013a). Thirty micrometer-thick sections were cut
with a vibratome (Leica, France, RRID:SCR_008960) and stored
at — 20°C in a solution containing 30% (vol/vol) ethylene glycol,
30% (vol/vol) glycerol, and 0.1 M sodium phosphate buffer, until
they were processed for immunofluorescence. Striatal sections were
identified using the mouse brain atlas (Franklin and Paxinos 2008) and
sections comprised between —1.40 and —1.70 mm from bregma were
included in the analysis. Sections were processed as follows: free-
floating sections were rinsed three times (10 min/wash) in Tris-
buffered saline (TBS, 50 mM Tris—HCL, 150 mM NaCl, pH 7.5).
After 15 min of incubation in 0.2% (vol/vol) Triton X-100 in TBS,
sections were rinsed again in TBS and then blocked for 1 h in a
solution of 3% BSA in TBS. Sections were then incubated overnight
or for 72 h at 4°C with the primary antibodies (Table 2) diluted in a
TBS solution containing 1% BSA and 0.15% Triton X-100. Sections
were rinsed three times for 10 min in TBS and incubated for 45 min
with goat Cy3-coupled anti-rabbit (1 : 500, Jackson Immuno-
Research, West Grove, PA, USA; Cat# 111-165-003, RRID:AB_
2338000), goat Alexa Fluor 647-coupled anti-guinea pig (1:500,
Molecular Probes, Eugene, OR, USA, Cat# A-21450, RRID:AB_

Table 2 List of primary antibodies
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141882) and goat Alexa Fluor 488-coupled anti-chicken (1:500,
Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France; Cat# A-11039, RRID:AB_
2534096) antibodies. Sections were rinsed for 10 min (twice) in TBS
and twice in Tris-buffer (1 M, pH 7.5) before mounting in DPX
(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Confocal micro-
scopy and image analysis were carried out at the Montpellier RIO
Imaging Facility. All images covering the TS were single confocal
sections acquired using sequential laser scanning confocal micro-
scopy (Leica SP8, Wetzlar , Germany) and stitched together as a
single image. Double-labeled images from each region of interest
were also single confocal sections obtained using sequential laser
scanning confocal microscopy (Leica SP8 and Zeiss LSM780). eGFP-
immunopositive cells were pseudocolored cyan and other immunore-
active markers were pseudocolored magenta or yellow as indicated in
figures. Images used for quantification were all single confocal
sections. Cells were considered positive for a given marker (¢GFP and
P-ERK) only when the nucleus was clearly visible. The D2R/A2AR-
lacking, intermingled and the AST areas were identified using Drd2-
eGFP mice or the anti-A2aR antibody. Quantification was performed
manually using the cell counter plugin of the ImageJ software (RRID:
SCR_003070) taking as standard reference a fixed threshold of
fluorescence. Figures represent the number of neurons averaged from
3 to 4 adjacent sections.

Brain slices preparation

Experiments were performed with 8-11 days old C57B1/6J mice.
Mice were housed under standardized conditions with a 12 h light/
dark cycle, stable temperature (22 £ 1°C), controlled humidity
(55 + 10%), and food and water ad libitum. All animal procedures
were performed in accordance with the Sorbonne University animal
care committee regulations and the French Ministry of Agriculture
and Forestry guidelines for handling animals. The protocol has been
described previously in more details (Yapo et al. 2017). Briefly,
300 pm-thick coronal brain slices of were cut with a VT1200S
microtome (Leica, RRID:SCR_008960). Slices were prepared in an
ice-cold solution of the following composition: 125 mM NaCl,
04 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 1.25 mM NaH,PO,, 26 mM
NaHCOs3, 20 mM glucose, 2.5 mM KCI, 5 mM sodium pyruvate
and 1 mM kynurenic acid, saturated with 5% CO, and 95% O,. The
slices were incubated in this solution for 30 min and then placed on
a Millicell-CM membrane (Millipore Corporation, Bedford, MA,
USA) in culture medium (50% Minimum Essential Medium, 50%

Antigen Host Dilution Supplier Catalog N° RRID

eGFP Chicken 1:1000 Life Technologies A10262 RRID:AB_2534023
RFP Rabbit 1:1000 MBL PMO005 RRID:AB_591279

DARPP-32 Rabbit 1:1000 Cell Signaling #2306 RRID:AB_823479

D2R Guinea Pig 1: 1000 Frontier Institute D2R-GP-Af500 RRID:AB_2571597
A2aR Guinea Pig 1: 1000 Frontier Institute A2A-GP-Af1000 RRID:AB_2571656
D1R Guinea Pig 1: 1000 Frontier Institute D1R-GP-Af500 RRID:AB_2571595
ERK1/2 Rabbit 1:500 Cell Signaling #4695 RRID:AB_390779

P-ERK1/2 Rabbit 1:500 Cell Signaling #9101 RRID:AB_331646

eGFP, enhanced green fluorescent protein; RFP, red fluorescent protein; DARPP-32, Dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein, Mr 32 kDa;
D2R, dopamine D2 receptor; A2aR, adenosine A2a receptor; D1R, dopamine D1 receptor.
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Hanks’ Balanced Salt Solution, 5.5 g/L glucose, penicillin-strepto-
mycin, Invitrogen). We used the Sindbis virus as a vector to induce
expression of the A-kinase activity reporter 3 (AKAR3) biosensors
after overnight incubation. The coding sequences of AKAR3 (Allen
and Zhang 2006) were inserted into the viral vector pSinRep5
(Invitrogen, San Diego, CA, USA). This viral vector was added on
the brain slices (~5 x 10° particles per slice), and the infected slices
were incubated overnight at 35°C under an atmosphere containing
5% CO,. Before the experiment, slices were incubated for 30 min in
the recording solution (125 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 1 mM MgCl,,
1.25 mM NaH,PO,4, 26 mM NaHCO;, 20 mM glucose, 2.5 mM
KCI and 5 mM sodium pyruvate saturated with 5% CO, and 95%
0O,). Recordings were performed with a continuous perfusion of the
same solution at 32°C.

Biosensor imaging and data analysis

Live imaging was performed on brain slices, which expressed the
AKARS3 biosensor (Polito et al. 2014). Slices were kept at 24 + 1°C
in the recording solution saturated with 5% CO, and 95% O, for
around 30 min before imaging. The composition of the recording
solution was the same as the slicing solution except that it contained
no kynurenic acid and CaCl, was 2 mM. The slice was imaged in a
temperature controlled (32°C) recording chamber and continuously
perfused at 2 mL/min using a peristaltic pump. The same perfusion
system was used to apply drugs (SKF38393, Cat. #0922;
CGS21680, Cat. #1063; Forskolin, Cat. #1099 purchased from
Tocris, RRID:SCR_003689) onto the recorded slice. Wide field
imaging was performed using Olympus BX50WI or BXSIWI
upright microscopes with a 40X 0.8 NA water immersion objective.
The donor excitation was provided by an LED source (420 nm
diode, Mightex) with a HC434/17 excitation filter (Semrock). The
dichroic mirror was BS452 (Semrock). Two images were acquired
for every data point by alternating filter for donor (HC479/40) and
acceptor (HC542/50 both from Semrock) emission with a filter
wheel (Sutter Instruments). Images were acquired using an ORCA-
AG camera (Hamamatsu). Image acquisition was controlled using
iVision software (Biovision, RRID:SCR_005057).

Data analysis was done with custom routines written in IGOR Pro
(Wavemetric, RRID:SCR_000325) following the previously
described protocol (Polito et al. 2014; Yapo et al. 2017). FRET
changes were quantified using ratio of images from donor and
acceptor channels for each data point. Corrections for non-uniform
illumination, movement and channel mis-registration were done
prior to ratio calculation. No corrections for bleed-through or cross-
excitation were applied. The ratio value for a region-of-interest
(ROI) was calculated by averaging all the individual pixels included
in that ROI, weighted by their intensity. Unresponsive cells to either
DIR or A2aR agonists were excluded.

Statistical analysis

All statistical comparisons were performed with two-sided tests in
Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA, RRID:SCR_
002798). The distribution of data was determined with Shapiro-Wilk
normality test. No sample size calculations were performed. To
determine outliers in every experimental group we performed the
Grubbs’ test in Prism (RRID:SCR_002798). No outliers were
identified. All the data were analyzed using either Student 7-test with
equal variances or One-way ANova. In all cases, significance

ANNEXE

threshold was automatically set at p < 0.05 (Prism 6). The one-way
ANOVA analysis, where treatment was the independent variable, was
followed by Bonferroni post hoc test for specific comparisons only
when overall aNova revealed a significant difference (at least
p < 0.05) among groups. All the values and statistical analyses have
been reported in details in Tables S1-S12.

Results

Distribution of D1R- and D2R-SPNs in the TS is unique
Drd2-eGFP/Drdla-tdTomato transgenic mice were used to
characterize the distribution of DIR- and D2R-expressing
SPNs in the TS. The analysis of eGFP (D2R-SPNs) and red
fluorescent protein (RFP) (DIR-SPNs) expression revealed
that, unlike a large portion of the dorsal striatum (Gangarossa
et al. 2013b), the distribution of D1R- and D2R-positive cells
in the TS was not random (Fig. 2a). At least three distinct
territories were identified: /) a large strip adjacent to the GPe
and devoid of D2R/A2aR-SPNs called hereafter the D2R/
A2AR-lacking area, 2) an intermingled area in which a
random distribution of D1R- and D2R-SPNs was observed,
and 3) the amygdalostriatal transition area (AST) character-
ized by a high percentage of SPNs expressing both DIR and
D2R (~33%) (Fig. 2a and b). To confirm this non-random
distribution, TS sections of Drd2-eGFP mice were used to
analyze the endogenous eGFP fluorescence in combination
with specific markers of D2R- and D1R-SPNs. D2R and
A2aR antibodies, that stain D2R-SPNs dendrites, confirmed
the existence of the D2R/A2AR-lacking area. Conversely,
the strong DIR labeling confirmed that this subterritory of
the TS was exclusively composed of D1R-SPNs (Fig. 2c¢).
The peculiar distribution of D1R- and D2R/A2aR-SPNs in
the TS led us to investigate the responsiveness of SPNs
located in the D2R/A2aR-lacking and the AST areas in
response to the stimulation of DIR and A2aR. In the rostral
part of the dorsal striatum, stimulation of both receptors is
known to yield an increase in cyclic adenosine monophos-
phate (cAMP) levels and consequent activation of protein
kinase A (PKA) in DIR- and D2R/A2aR-SPNs, respectively
(Beaulieu and Gainetdinov 2011; Yapo et al. 2017). To
address this issue, we performed ex vivo real-time PKA
imaging in mouse TS slices using the genetically encoded
biosensor, AKAR3 (Yapo et al. 2017). In the D2R/A2aR-
lacking area, stimulation of DIR with a saturating dose of
SKF38393 (1 uM) yielded a large, but sub-maximal,
increase in PKA signals in AKAR3-expressing neurons
(Fig. 3a). In contrast, the application of the A2aR agonist,
CGS21680 (1 uM), failed to further increase PKA signals.
At the end of the experiment, addition of Forskolin (Fsk,
12.5 pM), an activator of adenylyl cyclase, maximally
increased the F535/F480 emission ratio (Fig. 3a) (Castro
et al. 2013). On average, CGS21680 had no effect on the
amplitude of the PKA response induced by SKF38393 in the
D2R/A2AR-lacking area (67 £ 3% vs 65 £ 2%, of the
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Fig. 2 Distribution of D1R- and D2R-SPNs in the tail of the striatum.
(a) RFP (magenta) and GFP (cyan) immunofluorescence in the TS of
Drd2-eGFP/Drd1a-dtTomato mice. Scale bar, 200 um. Schematic
cartoon illustrating the distribution of GFP-, RFP- and GFP/RFP-
expressing neurons. (b) High magnification of the AST of Drd2-eGFP/
Drd1a-dtTomato mice. Scale bar, 20 um. Distribution expressed as a

maximal Fsk response, respectively) (Fig. 3b). In the AST
area, the amplitude of PKA responses produced by
SKF38393 (62 + 3% of the maximal Fsk response) was
further increased in response to A2aR activation (94 + 1%)
(Fig. 3c and d). These results show that the D2R/A2AR-
lacking area expresses functional D1 receptors and lacks
A2A receptors, whereas both receptors are functional in the
AST region. Together, these results confirm that SPNs of the
D2R/A2AR-lacking area only respond to DIR agonist,
whereas the AST responds to both D1R and A2aR activation.

Distribution of D1R- and D2R-SPNs in the TS is
evolutionarily conserved

We next wondered whether a similar organization of the TS
might be observed in distinct species of the Muridae family.
To explore this issue, we examined the presence of the D2R/

ERK, dopamine and the caudal striatum | 7

Tail of the Dorsal Striatum (Mouse)

Amygdalostriatal transition

AST

4 2 100

c D2R
9 75 (~36%)
]

2 s D2R/D1R
B (~33%)
o DR

(~31%)

percentage of neurons expressing GFP (D2R), RFP (D1R) or both
GFP/RFP (D2R/D1R). (c) Double immunofluorescence of D2R, A2aR
(yellow), D1R (magenta) and GFP (Cyan) in the TS of Drd2-eGFP
mice. Scale bar, 200 um. Cx: Cortex; cc: corpus callosum; GPe:
external globus pallidus; AST: amygdalostriatal transition; LA: lateral
amygdala; TS: tail of the striatum.

A2AR-lacking area in different wild mouse species of the
genus Mus. This genus comprises several species subdivided
into four subgenera encompassing about 7 million years of
divergence (Chevret and Dobigny 2005; Veyrunes et al.
2006) (Fig. 4a). The lack of A2aR immunoreactivity and the
strong expression of dopamine- and cAMP-regulated phos-
phoprotein Mr 32 kDa (DARPP-32), a highly conserved
marker of all SPNs, were used here to define a molecular
fingerprint of the D2R/A2AR-lacking area (Gangarossa et al.
2013b). Using this combination of antibodies, we observed
that the D2R/A2AR-lacking area was present in all the
species examined which included three subspecies of the
Mus musculus, four species of Subgenus Mus and two
species of two of the three other Subgenera (Fig. 4a—). A
similar organization of the caudal TS was also identified in
Meriones unguiculatus (Mongolian gerbil) (Fig. 4d) and
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Fig. 3 PKA imaging following activation of D1R and A2aR in the tail of
the striatum. Wide-field imaging of mouse striatal brain slices
expressing A-kinase activity reporter 3 (AKAR3) biosensor in D2R/
A2aR-lacking (a, b) and in the AST (c, d) areas. (a, ¢) Raw
fluorescence of the acceptor is displayed in gray and acceptor/donor
fluorescence is displayed in pseudo-color, coded from blue (low F535/
F480 ratio, ie low PKA signal) to red (high PKA signal). Ratio images
(a—d) correspond to the time points indicated in the bottom graph.
Changes in ratio were measured during time and each trace indicates
the F535/F480 emission ratio measured on the region of interest of
corresponding color shown on the gray image. Traces in gray

Rattus norvegicus (Fig. 4e). Taken together, our data reveal
that the distribution of DIR- and D2R-SPNs in the TS is
evolutionarily conserved.

Regulation of ERK activation in the TS by aversive signals

Avoidance behaviors have been associated with the activa-
tion of the TS (Menegas ef al. 2018). To determine the
impact of aversive stimuli on the TS, we monitored ERK
activation by quantifying the number of phosphorylated-
ERK (P-ERK) immunoreactive SPNs in the three territories

ANNEXE

(b)
D2R/A2aR-lacking area

100

% of Fsk response
o
o

(d)
Amygdalostriatal transition

I—***—l

% of Fsk response
3

correspond to regions of interest outside the selected region of the
field. The thick black trace represents the average. Horizontal bars
indicate the bath application of SKF38393 (1 uM), CGS21680 (1 uM)
and forskolin (Fsk, 12.5 uM). (b) Amplitude of the F535/F480 emission
ratio triggered by SKF38393 (SKF, Npeurons = 48 from 3 mice) and
CGS21680 (CGS, Nneurons = 48 from 3 mice) in the D2R/A2aR-lacking
area. (d) Amplitude of the F535/F480 emission ratio triggered by
SKF38393 (SKF, Npeurons = 47 from 3 mice) and CGS21680 (CGS,
Nneurons = 47 from 3 mice) in the AST. Mean + SEM is represented by
the filled circles. CGS21680 vs SKF38393 ***p < 0.001. AST: amyg-
dalostriatal transition. For detailed statistics see Table S1.

of the TS: the intermingled area, the D2R/A2AR-lacking area
and the AST (Fig. 5, Figure S1-S3 and Table 3).

We first analyzed the level of P-ERK in mice that
underwent the resident-intruder assay. The resident and
intruder mice were perfused 10 min after the unfamiliar
mouse was placed inside the resident’s cage. No significant
differences were found in the number of P-ERK-positive
neurons in the TS (Figure S2a and Table S3). We then tested
whether exposure to predator odors was able to modulate P-
ERK in the TS. Although mice exposed to rat bedding or
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DARPP-32

(e)

Fig. 4 D2R/A2aR-lacking area is evolutionarily conserved. (a) Sim-
plified phylogenetic tree and divergence time estimates of the Mus
species group, according to (Chevret and Dobigny 2005; Veyrunes
et al. 2006). Species identified in magenta have been used in the
present study. (b—e) Double immunofluorescence of A2aR (magenta)
and DARPP-32 (yellow) in the TS of (b) three subspecies of the Mus
musculus [Mus m. domesticus (DCA), the Mus m. castaneus (CIM)
and the Mus musculus (KAK), c) four species of Subgenus Mus [Mus

2,3,5-Trimethyl-3-thiazoline (TMT), a component of fox
odor, showed strong defensive reactions, ERK activation
remained unchanged in all territories of the TS when
compared to control mice (Figure S2b and Table S3). Taken
together, these data suggest that the TS is not recruited by
aversive stimuli triggering innate avoidance.

Rattus Norvegicus
S DARPP-32

spretus (SMZ), Mus spicilegus (ZRU), Mus macedonicus (XBS) and
Mus caroli (KTK)] and two species from other Subgenera (Nannomys
minutoides and Coelomys pahari). Scale bar, 250 pm, (d) in Meriones
unguiculatus (Mongolian gerbil). Scale bar, 200 um, and (e) in Rattus
norvegicus. Scale bar, 250 um. White arrowheads delineate the
boundaries between the intermingled area and D2R/A2aR-lacking
area. Cx: Cortex; GPe: external globus pallidus; TS: tail of the
striatum.

We therefore assessed whether mice exposed to mild
footshocks, either unpredictable (US) or signaled by a salient
auditory stimulus (arousing but non-nociceptive) (CS-US
pairing), displayed an altered P-ERK level in the caudal TS
(Figure S3a and b and Table S3). No changes were observed
in the TS of mice undergoing five CS-US paired or unpaired
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Fig. 5 Regulation of ERK phosphorylation in the TS by aversive signals.
(a) Drawing indicates the three phases of the active avoidance paradigm
(habituation to context, conditioning Day 1 and conditioning Day 2) and
the repartition of mice. (b) Active avoidance responses during the
habituation (mice were only exposed to the shuttle box and the CS) and
during the first and second session of conditioning (Day 1 and Day 2).
Experimental groups: mice exposed to the context (n = 15), conditioned
Day 1 (n = 12) and conditioned Day 2 (n = 6). Data are presented as
means + sem. ***p < 0.001 CS* Day2 vs CS* Day1. (c) P-ERK
immunoreactivity (magenta) in the TS of C57BI/6J mice exposed to
active avoidance. Scale bar, 200 pm. Quantification of P-ERK-

compared to those only exposed to the CS, the US or the
context (Figure S3b and Table S3). We then monitored ERK
phosphorylation in the TS of mice that underwent active
avoidance paradigm. Mice that learned to avoid mild
footshocks during an interval signaled by the presentation

immunoreactive neurons in the intermingled, the D2R/A2aR-lacking
and the AST areas of mice exposed to the context (n = 3) or conditioned
Day 1 (n=6) or Day 2 (n=6) days. Data are presented as
means + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01. (d) P-ERK immunoreactivity
(magenta) in the TS of C57BI/6J mice 15 min after saline or LiCl
(150 mg/kg) administration. Scale bar,200 um. Quantification of P-ERK-
immunoreactive neurons in the intermingled, the D2R/A2aR-lacking and
the AST areas of mice injected with saline (n = 4) orLiCl (n = 3). Dataare
presented as means + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, TS: tail of the
striatum; GPe: external globus pallidus; AST: amygdalostriatal transition;
LA: lateral amygdala. For detailed statistics see Table S2.

of a CS (salient auditory stimulus) displayed a mild, but
significant, reduction in the number of P-ERK-immunoreac-
tive neurons in the TS, in particular in the intermingled and
the D2R/A2AR-lacking areas (Fig. 5a—c). We finally thought
to determine whether prolonged aversive states might alter
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Table 3 Regulation of ERK phosphorylation in the TS by aversive
signals
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Table 4 Regulation of ERK phosphorylation in the TS by satiety and
palatable signals

Average number of P-ERK-positive cells

Models/drugs D2R/
(n = number of A2aR-
mice) Total Intermingled  lacking AST
3.1 Resident/intruder
Resident (n=3) 50+5 3243 9+1 8 +1
Intruder (n = 3) 56 +3 28+3 14 +2 14 +2
3.2 Natural stressors
Mouse bedding 71+6 38+6 10+3 15 £ 1
(n=3)
Rat bedding 66 + 14 43 + 10 13+3 10+2
(n=3)
Water (n = 4) 38+10 25+7 5+2 9+2
Fox urine (TMT) 52 +3 28 +3 7+1 17 + 4
(n=3)
3.3 Cued fear conditioning
Context (n = 3) 29+9 1645 1+1 12+ 4
CS(n=6) 33+13 16+9 2+1 15+ 4
US (n = 6) 53+6 3245 3+1 17 £1
CS-US paired 41+2 2343 4 +1 14 £1
(n=6)
CS-US unpaired 57 +9 367 5+1 16+ 3
(n=3)

For detailed statistics see Table S7.
CS, conditioned stimulus; US, unconditioned stimulus; TMT, 2,3,5-
trimethyl-3-thiazoline.

the levels of P-ERK in the TS. The administration of lithium
chloride (LiCl) (150 mg/kg), a compound known to cause
nausea and visceral malaise (Yamamoto and Ueji 2011),
blunted ERK activation in all TS subterritories (Fig. 5d).

Because the effects induced by the administration of LiCl
can also be perceived as potent anorexigenic signals, we
investigated whether SPNs of the TS were activated during
food deprivation (fasting) and satiation (refeeding). Indeed,
food deprivation triggered a significant reduction of the body
weight and an increase in food intake during refeeding
schedules (Figure S4). However, no major differences were
observed in the number of P-ERK immunoreactive neurons
between mice having ad libitum access to chow pellets and
mice being fasted for 12 h followed or not by 1 or 6 cycles of
re-feeding schedule (Table 4 and Figure S4). Similarly, ERK
activation was unchanged in the TS of mice exposed to
HFHS diet during 1 h/day (Table 4 and Figure S4).
Together, these data suggest that SPNs of the TS are not
activated by signals associated with fasting, satiety or food
palatability.

Psychostimulant drugs promote ERK activation in the TS
Acute d-amphetamine administration activates ERK in
striatal and accumbal DIR-SPNs (Valjent et al. 2005; Gerfen

Average number of P-ERK-positive cells

Models(n = number D2R/A2aR-
of mice) Total Intermingled  lacking AST
4.1 Food intake
Control (n = 4) 39 +5 29+4 241 8+ 1
Fast (n = 3) 23+6 1545 241 6+ 1
Fast/re-fedicyee 32 +2 21 £1 2+ 1 941
(n=4)
Fast/re-fedscycies 49 +9 3247 4 +1 13+ 3
(n=4)
HFHSpinge 36+1 22+2 4 +1 10 + 1
(n=4)

For detailed statistics see Table S8.
HFHS, high-fat high-sugar diet.

et al. 2008; Gangarossa et al. 2013a). We therefore analyzed
whether the same treatment was also able to promote ERK
phosphorylation in the TS. Immunofluorescence analysis
revealed that a single administration of d-amphetamine
(10 mg/kg) increased the number of P-ERK-positive neurons
in the intermingled and D2R/A2AR-lacking areas of the TS
(Figure S5a and b). Of note, only a mild increase was
observed in the AST (Figure S5a and b). To clarify in which
striatal cell-type ERK activation occurred, Drd2-eGFP mice
were treated with d-amphetamine and the distribution of P-
ERK-positive neurons in D2R-positive and D2R-negative
SPNs was analyzed. In line with the observations made in the
rostral part of the dorsal striatum (DS) (Valjent er al. 2005;
Gerfen et al. 2008), d-amphetamine-induced ERK phospho-
rylation in the TS was confined in D2R-negative SPN,
which most likely correspond to D1R-SPNs (Fig. 6a and b).
This increase in ERK phosphorylation was rapid and
transient since it declined 30 min after the administration
of d-amphetamine (Fig. 6b, Figure S5a and b). In the rostral
DS, ERK activation induced by d-amphetamine is preferen-
tially concentrated in patches (Biever et al. 2015). We
therefore thought to determine whether P-ERK-immunore-
active neurons of the caudal TS were also distributed within
patches. To do so, we used Nr4al-eGFP mice, a mouse line
allowing the delineation of the patch/matrix compartmental-
ization (Davis and Puhl 2011). The analysis of eGFP
expression revealed that eGFP-positive cells were mainly
located in the intermingled area whereas only few scattered
neurons were detected in the D2R/A2AR-lacking area and
AST (Fig. 6¢). When d-amphetamine was administrated to
Nr4al-eGFP mice, we observed that the increased P-ERK-
positive cells occurred preferentially in eGFP-poor zones and
was restricted to Nr4al-eGFP-negative neurons suggesting
that in the TS, ERK activation was not enriched in patch
compartments (Fig. 6¢ and d).

© 2019 International Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2019) 10.1111/jnc.14804

159

ANNEXE



G. Gangarossa et al.

ANNEXE

(b) Intermingled area  D2R/A2aR-lacking area AST
250 D2R™ D2R 100 D2R™ D2R 30 D2R™ D2R
Y 2004 s 2 g )
o [] L @ 99
% 150 O g o °
% %
S 100 ) T
10
S i i :
50 o 20 o & "
Bl BE0 | B
0d @ B8 o 0l & ® o 0 @
sal 15 30 sal 15 30 sal 15 30 sal 15 30 sal 15 30 sal 15 30
d-amph d-amph d-amph d-amph d-amph d-amph
Intermingled area  D2R/A2aR-lacking area AST
Nr4a1~ Nrdal* Nrd4a1~ Nrdal® Nr4a1~ Nrd4a1*
125 b 1259w 20
| 100 2 100 0 2 16 bl
‘ 3 3
: 75 s 75 s 12
y X X
; 50 Y 50 Y 8
- i
25 o 25 o 44,
ol Bl 0 olelll & ololles
2 " 2 2 2 2
(e) (f)  Intermingled area D2R-A2aR-lacking area AST
200 60 20 o
150 - )
o -9 o B |&
L 100 © © 10 °
O + + &
: X 5| o X
? gl ¢ 4 4
g % o o
Q 0 0 % 0
© 3 W ® & 4 ¥ & 42 WV
4,\‘@(\\8" \&o‘}o‘;"\ & Q{\‘bo@“o‘? & 0('\‘&\&9*0"'&
AN < N < N <
.\\Q *\Q *\Q
5 & &
& &
(g) 2004 D2R™ D2R* 604 D2R D2R" 20 9D2R™ D2R"
2} @ **
o 160 3 2 2 °
b & g §
(3 ,‘5 100 S 9 L t 10 S
& i % [''4 20 o | |0 [v4 & ol ©
ko] s 50 2 L ° L woloffl[ho &
& ! Iil . o ° o :: ﬁ
: ol Bolllaoss o 8lUllaooo ol BEULISHAN
; f@%ﬁ?‘ﬂﬁ&iﬁf PO O ﬁ:&°§°§°-ﬁ§*§ff
{ & *‘*’ & & \\\*’ &
\ & &&“ & r @é“ &

Finally, we tested whether other psychostimulant drugs
shared the same pattern of ERK activation in the TS. As
shown in Fig. 6e—g, a single injection of methylphenidate

(15 mg/kg), 3,4-methyl enedioxy methamphetamine

(MDMA) (10 mg/kg) or cocaine (15 mg/kg) increased
ERK phosphorylation in the D2R/A2AR-lacking and the
intermingled areas in which it was restricted to D2R-negative
SPNs. Together, these data revealed that in the TS, DI1R-
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Fig. 6 Psychostimulants increase ERK phosphorylation in the TS. (a)
P-ERK (magenta) and GFP (cyan) immunoreactivity in the TS of Drd2-
eGFP mice 15 min after saline or d-amphetamine (10 mg/kg) admin-
istration. Scale bar, 100 um. (b) Quantification of P-ERK-immunoreac-
tive neurons among eGFP-positive (D2R+) or eGFP-negative (D2R-)
cells in the intermingled, the D2R/A2aR-lacking and the AST areas of
Drd2-eGFP mice treated saline (n = 4) or d-amphetamine and perfused
15 (n=6) or 30 min (n = 3) after injection. Data are presented as
means + SEM. **p < 0.01, ***p < 0.001 sal versus d-amph. (c) P-ERK
(magenta) and GFP (cyan) immunoreactivity in the TS of Nr4a1-eGFP
mice 15 min after saline (n = 3) or d-amphetamine (10 mg/kg, n = 4)
administration. Scale bar, 100 um. (d) Same quantifications as in (b)
performed in Nr4a1-eGFP mice. Data are presented as means + SEM.
**p < 0.01, ***p < 0.001 sal versus d-amph. (e) P-ERK (magenta) and
GFP (cyan) immunoreactivity in the TS of Drd2-eGFP mice 15 min after
saline (n = 8), methylphenidate (15 mg/kg, n = 4), MDMA (10 mg/kg,

ERK, dopamine and the caudal striatum | 13

n = 4) or cocaine (15 mg/kg, n = 6) administration. Scale bar, 200 um.
(f) Quantification of P-ERK-immunoreactive neurons in the intermin-
gled, the D2R/A2aR-lacking and the AST areas of mice treated with
saline (n = 8), methylphenidate (15 mg/kg, n = 4), MDMA (10 mg/kg,
n=4) or cocaine (15 mgkg, n=6). Data are presented as
means + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 sal versus drugs.
(9) Quantification of P-ERK-immunoreactive neurons among eGFP-
positive (D2R+) or eGFP-negative (D2R-) cells in the intermingled, the
D2R/A2aR-lacking and the AST areas of Drd2-eGFP mice treated
saline (n = 8), methylphenidate (15 mg/kg, n = 4), MDMA (10 mg/kg,
n = 4) or cocaine (15 mg/kg, n = 6) administration and perfused 15
after injection. Data are presented as means + SEM. *p < 0.05,
**p < 0.01, **p<0.001 sal versus drugs. GPe: external globus
pallidus; AST: amygdalostriatal transition; LA: lateral amygdala; TS:
tail of the striatum; sal: saline; d-amph: d-amphetamine. See also
Figure S5. For detailed statistics see Tables S3 and S12.

SPNs of the intermingled and D2R/A2AR-lacking areas are
activated by psychostimulant drugs.

In addition to its stimulant properties, MDMA is also
known to distort sensory and time perception, two features
shared by hallucinogenic drugs (Starr et al. 2008; Litjens
et al. 2014). We therefore tested whether other hallucinogen
drugs were able to activate SPNs of the TS. The adminis-
tration of the psychedelic compound, 2,5-dimethoxy-4-
iodoamphetamine (10 mg/kg), a substituted amphetamine
without stimulant effects, failed to induce ERK activation in
the TS (Table 5). Interestingly, phencyclidine (3 mg/kg), a
NMDA receptor blocker causing hallucinations, reduced P-
ERK in the caudal TS (Table 5). This decrease was even
more pronounced after the administration of dizocilpine
(0.3 mg/kg), another NMDA blocker that also acts as a
potent anticonvulsant (Table 5). Because convulsant drugs
also trigger ERK activation (Berkeley et al. 2002; Gan-
garossa et al. 2011), we examined whether such pharmaco-
logical agents were able to regulate ERK phosphorylation in
the TS. Indeed, acute administration of pentylenetetrazole

(60 mg/kg) or kainate (20 mg/kg) increased the number of P-
ERK-positive neurons exclusively in the AST area (Table 5).
Together, these results indicate that, at the level of the TS,
distinct classes of pharmacological agents differentially
recruit DIR- and D2R/A2aR-SPNs in distinct subsets of
striatal territories.

Increased ERK activation in the TS by selective DA reuptake
inhibition

Psychostimulant drugs such as d-amphetamine, methylphe-
nidate, cocaine, and MDMA mediate their effects in part by
acting on monoamines transporters (DAT, NET, and SERT).
We therefore examined whether the blockade of dopamine,
noradrenaline or serotonin reuptake promoted ERK activa-
tion in the TS. Administration of GBR12783 (10 mg/kg), a
DAT blocker, enhanced ERK phosphorylation preferentially
in SPNs of the D2R/A2AR-lacking area and to a lesser extent
in the intermingled area (Fig. 7a and b). In contrast, the
antidepressant drugs desipramine (20 mg/kg) and fluoxetine
(10 mg/kg), which inhibit the reuptake of NE and serotonin,

Table 5 Regulation of ERK phosphorylation in the
TS by hallucinogens and convulsants

Average number of P-ERK-positive cells

Drugs(n = number of mice)  Total Intermingled  D2R/A2aR-lacking ~ AST

5.1 Hallucinogens
Control (n = 4) 47 + 5 29 + 5 11 +£1 7+1
DOI (n = 4) 47 £ 8 32+5 5+ 1 10+3
PCP (n=23) 25+6 1 +£1 10+ 4 4+1
Dizocilpine (n = 3) 4 £ 1% 0+ 0" 1+ 1% 3+1

5.2 Convulsants
Control (n = 3) 33+5 21+ 2 4+2 8+ 1
PTZ (n=23) 72 +7 27 +2 7 +1 38 £ 7**
Kainate (n = 3) 69 &+ 15 34 +15 10+ 4 25 + 2*

For detailed statistics see Table S9. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 drugs versus control.
DO, 2,5-Dimethoxy-4-iodoamphetamine; PCP, phencyclidine; PTZ, Pentylenetetrazol.
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respectively, failed to activate ERK (Fig. 7a and b).
Together, these results show that blockade of DA reuptake
is sufficient to trigger ERK activation in the TS.

D1R activation is necessary and sufficient to activate ERK in
the TS
In the rostral DS and the nucleus accumbens, ERK activation
induced by d-amphetamine requires D1R stimulation (Val-
jent et al. 2005). Similarly, blockade of DIR by SCH23390
prevented d-amphetamine-induced ERK phosphorylation in
the TS (Fig. 8a and b). However, contrasting results have
been obtained regarding the ability of DIR to promote ERK
phosphorylation in the rostral DS (Gerfen et al. 2002;
Gangarossa et al. 2013c). To test the impact of DIR
activation, mice were administrated either with SKF81297
(5 mg/kg) or SKF83822 (5 mg/kg), two agonists known to
trigger D1R-dependent signaling through cAMP production
(Kuroiwa et al. 2008). Both compounds produced a strong
activation of ERK that resembled the one induced by d-
amphetamine (Fig. 8c and d). In contrast, when we injected
SKF83959 (5 mg/kg), a partial agonist at both D1R-medi-
ated adenylate cyclase and B-arrestin recruitment (Jin et al.
2003; Lee et al. 2014), ERK phosphorylation was less
pronounced (Fig. 8c and d). Together, these results indicate
that DIR stimulation is sufficient to activate ERK in the TS.
To determine whether cAMP production was necessary
and sufficient to activate ERK in the TS, we artificially
increased the cAMP levels by administering papaverine, a
potent inhibitor of the striatal-enriched phosphodiesterase
isoform PDE10A (Nishi et al. 2008). Papaverine (30 mg/kg)

ANNEXE

Fig. 7 Dopamine reuptake inhibitor enhances
ERK activation in the TS. (a) P-ERK
(magenta) immunoreactivity in the TS of
C57BI/6J mice 15 min after saline (n = 3),
GBR12783 (10 mg/kg, n = 3), desipramine
(20 mg/kg, n = 4) or fluoxetine (10 mg/kg,
n = 4) administration. Scale bar, 100 pm. (b)
Quantification of P-ERK-immunoreactive
e neurons in the intermingled, the D2R/A2aR-
lacking and the AST areas of mice treated with
saline (n = 3), GBR12783 (10 mg/kg, n = 3),
desipramine (20 mg/kg, n = 4) or fluoxetine
(10 mg/kg, n=4). Data are presented as
means + SEM. *p < 0.05, ***p < 0.001 sal
versus drugs. GPe: external globus pallidus;

& 'i\‘b é\oz q}\‘& AST: amygdalostriatal transition; LA: lateral
OQ;Z:‘ eé\Q o amygdala; TS: tail of the striatum. For detailed

statistics see Table S4.

induced a robust ERK activation in the TS (Fig. 9a and b).
However, this activation was restricted to the ventral part of
the intermingled area and confined in D2R-SPNs (Fig. 9a—c).
Because DIR- and D2R-SPNs also express PDE4, we also
examined the impact of PDE4 inhibition. Administration of
rolipram (10 mg/kg) significantly increased ERK phospho-
rylation in the AST area, whereas little or no significant
effects were observed in the intermingled and the D2R/
A2aR-lacking areas, respectively (Fig. 9d and e). In this case,
increased ERK phosphorylation was detected in D2R-
negative SPNs (Fig. 9e, AST). Altogether, these results
show that DIR stimulation or PDEs inhibition trigger distinct
patterns of ERK phosphorylation in the TS.

Discussion

Despite the renewed interest in the caudal part of the striatum
(also referred to as the tail of the striatum, TS), its anatomo-
functional organization remains poorly characterized. In this
study, we provide evidence that DIR- and D2R-SPNs of the
TS display a unique regional distribution whose anatomical
features are to some extent evolutionarily conserved. In
addition, our functional results reveal contrasting patterns of
ERK activation in response to aversive and reward signals,
and suggest that the activation of the TS is a common feature
of psychostimulant drugs.

The use of BAC transgenic mice has been instrumental in
improving our understanding of the anatomo-functional
organization of the striatum (Bertran-Gonzalez et al. 2008;
Matamales et al. 2009). Recent in-depth analyses of the
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Fig. 8 D1R-dependent ERK phosphorylation in the TS. (a) P-ERK
(magenta) immunofluorescence in the TS of d-amphetamine-injected
mice, in the presence (n = 4) or not (n = 6) of a D1R antagonist (sch)
injected 15 min before d-amphetamine. Scale bar, 200 um. (b)
Quantification of P-ERK-immunoreactive neurons in the intermingled,
the D2R/A2aR-lacking and the AST areas of mice treated d-am-
phetamine alone (n=6) or with SCH23390 (n=4). Data are
presented as means + SEM. *p < 0.05, ***p < 0.001 veh/d-amph
versus sch/d-amph. (c) P-ERK (magenta) immunofluorescence in the
TS of mice injected with saline (n = 3), SKF81297 (5 mg/kg, n = 3),

anatomical arrangement of D2R/A2aR- and DIR-SPNs have
revealed that the randomness of the distribution of these two
neuronal populations varied along the rostro-caudal axis
(Gangarossa et al. 2013b; Gagnon et al. 2017; Ren et al.
2017). In fact, while D2R/A2aR- and DIR-SPNs are
randomly distributed in the majority of the dorsal striatum
(Gangarossa et al. 2013b; Ren et al. 2017; Wei et al. 2018), a
segregated anatomical organization has been unveiled in the
TS (Gangarossa et al. 2013b). We analyzed the distribution
of eGFP and RFP-positive cells in the TS in combination
with specific markers of D2R- and D1R-SPNs, and extending

SKF83822 (5 mg/kg, n = 4) and SKF83959 (5 mg/kg, n = 3). Scale
bar, 200 um. (d) Quantification of P-ERK-immunoreactive neurons in
the intermingled, the D2R/A2aR-lacking and the AST areas of mice
treated with saline (n = 3), SKF81297 (5 mg/kg, n = 3), SKF83822
(5 mg/kg, n = 4) and SKF83959 (5 mg/kg, n = 3). Data are presented
as means + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 saline versus
SKF. GPe: external globus pallidus; AST: amygdalostriatal transition;
LA: lateral amygdala; TS: tail of the striatum; sch: SCH23390; veh:
vehicle; sal: saline; d-amph: d-amphetamine. For detailed statistics see
Table S5 .

our previous observations (Gangarossa er al. 2013b), we
confirmed the existence of a D2R/A2aR-lacking area com-
posed exclusively of DIR-expressing SPNs. In addition, the
use of Drd2-eGFP/Drdla-tdTomato mice allowed us to
delineate two additional TS territories. The first one,
juxtaposed to the D2R/A2aR-lacking area, corresponds to a
large territory in which DIR- and D2R-SPNs are evenly
intermingled. The direct visualization of DIR- and D2R-
SPNs revealed that in the intermingled area, SPNs co-
expressing both DIR and D2R were preferentially clustered
adjacently to the corpus callosum. This contrasts with the
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Fig. 9 Distinct pattern of ERK phosphorylation in the TS following PDE
inhibition. (a) P-ERK (magenta) and GFP (cyan) immunolabeling in the
TS of Drd2-eGFP mice 15 min after saline (n = 4) or papaverine
(30 mg/kg, n = 3) administration. Scale bar, 200 um. (b) Quantification
of P-ERK-immunoreactive neurons in the intermingled, the D2R/A2aR-
lacking and the AST areas of mice treated with saline (n=4) or
papaverine (30 mg/kg, n = 3). Data are presented as means + SEM.
(c) Quantification of P-ERK-immunoreactive neurons among eGFP-

homogeneous distribution previously described in the ante-
rior dorsal striatum (Gagnon et al. 2017; Ren et al. 2017,
Wei et al. 2018). The second territory, embedded between
the striatum and the central amygdala is characterized by a
high percentage of DIR/D2R-SPNs (~33%). This region,
which most likely corresponds to the amygdalostriatal
transition (AST) area (Jolkkonen et al. 2001; Fudge and
Haber 2002), is the striatal territory comprising the highest

positive (D2R+) or eGFP-negative (D2R-) cells in the intermingled, the
D2R/A2aR-lacking and the AST areas of Drd2-eGFP mice treated with
saline (n = 4) or papaverine (30 mg/kg, n = 3). Data are presented as
means + SEM. (d and e) Same analysis and quantification as in (c)
except that mice were treated with saline (n = 4) or rolipram (10 mg/
kg, n=4). *p<0.05, **p<0.01 sal versus drugs. GPe: external
globus pallidus; AST: amygdalostriatal transition; LA: lateral amygdala;
TS: tail of the striatum. For detailed statistics see Table S6.

density of DIR/D2R-SPNs, together with the bundle-shaped
area of the caudomedial shell of the nucleus accumbens
(Gangarossa et al. 2013a; Gagnon et al. 2017). Although the
connectivity and function of this striatal population remain to
be established, recent data indicate that DIR/D2R-SPNs
display unique morphological features (Gagnon et al. 2017)
and molecular profile (Gokce et al. 2016; Saunders et al.
2018). Future studies will be required to determine whether
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TS DI1R/D2R-SPNs share similar features or define another
SPNs population.

Our comparative analysis demonstrates that D2R/A2aR-
and D1R-SPNs distribution is anatomically conserved across
the Muridae family (Rodentia order). Indeed, even though
size and shape slightly differed, the D2R/A2aR-lacking area
was unambiguously identified in different wild mouse
strains, gerbils and rats. Interestingly, recent high-throughput
projectome studies revealed that anatomical origins of
cortico- and thalamo-striatal sensory inputs innervating the
TS are also conversed in both mice and rats (Hintiryan ez al.
2016; Hunnicutt et al., 2016; Jiang and Kim 2018). Indeed,
contrasting with the rostral striatum which is mainly
innervated by cingulate, motor, and somatosensory cortices
(Hunnicutt et al, 2016), TS SPNs receive convergent
excitatory inputs arising exclusively from the visual and
auditory cortices and TS-projecting DA neurons from the
lateral part the substantia nigra pars compacta (Deniau et al.
1996; Menegas et al. 2015; Hintiryan et al. 2016; Hunnicutt
et al., 2016; Jiang and Kim 2018; Poulin et al. 2018). Despite
anatomical constancy across species, the functional role of
the TS has been poorly addressed. Recently, two studies
revealed that the TS is not essential to promote movement.
Indeed, lesion of TS-projecting DA did not affect the time
spent moving and the velocity (Menegas et al. 2018).
Moreover, while direct activation of DIR-SPN in the dorsal
striatum (rostral part) using optogenetics promotes motor
activity (Kravitz et al. 2010), activation of TS D1R-SPNs
failed to elicit movement (Guo et al. 2018). Instead, DIR-
SPNs of the TS appear to play an important role in auditory
decisions (Xiong et al. 2015; Guo et al. 2018) and contribute
to reinforcement learning that promotes avoidance of threat-
ening stimuli (Menegas et al. 2018). Future studies are
warranted to establish whether a causal relationship may
exist between the aforementioned functions and the activa-
tion of DIR-SPNs within specific TS territories.

Our functional study, assessed by monitoring ERK phospho-
rylation (i.e. activation), provides important clues concerning the
recruitment of SPNs within the TS. While salient and aversive
signals are known to activate TS-projecting DA neurons
(Menegas et al., 2017; Menegas et al. 2018), aversive stimuli
triggering innate or learned avoidance responses failed to trigger
ERK activation in the TS. However, our results suggest that TS
SPNs activity might depend on the nature of defensive reactions
(freezing vs avoidance/escape) engaged when exposed to an
aversive stimulus signaled or not by a predictive cue. Thus, the
level of P-ERK in the TS was unaltered in mice displaying
freezing behavioral responses, while it decreased in mice that
learned to actively avoid an aversive stimulus by initiating a
locomotor response. In addition, we have found that the
administration of LiCl, an aversive drug that causes nausea
and visceral malaise, also blunted ERK activation in the TS. This
decreased phosphorylation was particularly evident in the AST
and the ventral edge of the intermingled area, which both
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integrate visceral information (Hintiryan et al. 2016). Moreover,
ERK phosphorylation remained unchanged following fasting,
satiety, or food palatability suggesting that the TS appears to be
unsensitive to inner state information associated with feeding
behavior.

Our survey using various pharmacological agents revealed
that TS SPNs are particularly responsive to psychostimulants
drugs. Thus, the administration of d-amphetamine, MDMA,
cocaine, or methylphenidate increased ERK activation selec-
tively in D1R-SPNs of the D2R/A2aR-lacking area and to a
lesser extent in the ventral edge of the intermingled area. The
similar pattern of ERK phosphorylation induced by these drugs
in the TS contrasts with the one observed in the rostral striatum,
where d-amphetamine activates ERK and intracellular signal-
ing events preferentially in SPNs located in the striosomal
compartment (Graybiel ez al. 1990; Biever et al. 2015). In the
TS, a more pronounced activation was observed with d-
amphetamine and MDMA compared to cocaine and methyl-
phenidate. The lack of effects of NET and SERT inhibitors
(desipramine and fluoxetine, respectively) combined with the
increase in ERK phosphorylation following blockade of DA
reuptake (GBR12783), which triggered a pattern of ERK
activation comparable to cocaine or methylphenidate, strongly
suggest that the mechanisms by which extra-synaptic DA is
released account for the difference observed between amphe-
tamine and cocaine. Because the TS integrates visual and
auditory information, future studies will be required to
determine whether the activation of TS D1R-SPNs contribute
to psychostimulant-induced arousal and alertness.

The activation of ERK in the DIR-SPNs of the TS by d-
amphetamine is prevented by SCH23390 indicating that,
similarly to the rostral part of the dorsal striatum and the
nucleus accumbens, D1R activation is required (Valjent et al.
2005; Bertran-Gonzalez et al. 2008; Gerfen et al. 2008).
Interestingly, systemic pharmacological stimulation of DIR,
using agonists known to trigger DIR signaling through
cAMP production (Liu and Graybiel 1998; Kuroiwa et al.
2008), was sufficient to activate ERK in the TS. Given the
similarity observed between the patterns of ERK phospho-
rylation induced by DIR agonists and d-amphetamine, it is
tempting to hypothesize that common intracellular mecha-
nisms could account for this activation. Thus, the inhibition
of ERK dephosphorylation through the cAMP/PKA/
DARPP-32 has been shown to be essential to sustain DIR-
mediated ERK phosphorylation in the striatum (Valjent et al.
2005; Gerfen et al. 2008). The triggering events in DIR-
dependent ERK activation, meanwhile, involve synergistic
intracellular events. In fact, cAMP-mediated mechanisms
involving the PKA-dependent recruitment of Rasgrp2 and/or
the activation of the cAMP sensor NCS-Rapgef2 have been
recently unveiled (Nagai et al. 2016; Jiang et al., 2017).
Moreover, ERK activation in DIR-SPNs has also been
shown to rely on the activation of Fyn which, by phospho-
rylating GluN2B of NMDAR, leads to an increase in calcium
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influx and a subsequent activation of the Ras-GRF1/ERK
cascade (Fasano et al. 2009; Pascoli et al. 2011; Jin et al.
2019). Such cellular events provide a mechanism through
which glutamate contribute to the regulation of ERK
activation induced by d-amphetamine and DI1R agonists
(Choe et al. 2002; Valjent et al. 2005; Pascoli et al. 2011).
Because TS-projecting DA neurons express VGLUT2
(Poulin et al. 2014; Root et al. 2016; Poulin et al. 2018),
future studies will be necessary to determine whether
glutamate co-released by these DA neurons is essential for
D1R-dependent stimulation of ERK in the TS.

Interestingly, when intracellular cAMP was increased
through PDE10A inhibition, enhanced ERK phosphorylation
was restricted to the ventral part of the intermingled area and
confined in D2R-SPNs. This is consistent with previous
studies showing that PDE10A inhibition increased PKA-
dependent phosphorylation levels in D2R-SPNs of the dorso-
medial striatum (Polito er al, 2015). This difference was
demonstrated to result from a powerful action of phosphatase-
1 (PP-1), which prevents PKA substrates from remaining
phosphorylated, whereas DARPP-32 efficiently inhibits PP-1
in D2R-SPNs (Nishi er al. 2008; Polito et al., 2015). The
DARPP-32/PP-1 loop also regulates ERK phosphorylation
(Valjent et al. 2005), and we therefore hypothesize that the
increased ERK phosphorylation in D2R-SPNs in response to
PDE10A inhibition results from the same mechanism.

In conclusion, our study provides anatomical and molec-
ular evidence suggesting that the TS can indeed be consid-
ered as a fourth striatal domain. Our functional analysis also
indicates that the TS is a major target of psychostimulant
drugs. Future investigations are now required to decipher the
functional implication of TS in the action of these drugs.
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