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ABSTRACT

The cerebellum is involved in major motor functions such as coordination and equilibrium.
Recently, it has also been shown to play a role in cognitive abilities like language, attention or
learning. At birth, the development of the cerebellar cortex in human is not completed and continues
until the first postnatal months. Thereby, this structure appears to be particularly vulnerable to
various perinatal injuries, such as hypoxic incidents. Perinatal hypoxia (HP) represents a common
pathology responsible for neurodevelopmental disorders and is involved in 1/3 of neonatal deaths. It
could be induced by different events such as looping of umbilical cord (continuous hypoxia) or apnea
of prematurity (intermittent hypoxia) and affects many cerebral regions. However, its impact on the
cerebellum has not been investigated in detail. Yet, a correlation between the functions controlled
by the cerebellum and the deficits observed in children affected by an oxygen (O3) deficiency at birth
has been demonstrated. Taken together, these data suggest that perinatal hypoxia may lead to
modifications in the cerebellar circuit organization and induce functional alterations.

Thus, this study aims to identify the effects of two types of HP on the cerebellar
development; (i) an intermittent hypoxia (HI) consisting of 2-minute cycles of hypoxia and
reoxygenation repeated over 6 hours on mice during 10 days from postnatal day 2 (P2), referring to
apnea of prematurity, and (ii) a continuous hypoxia (HC) of 5% of O, during 40 minutes on P6, P12
and P21 mice, mimicking a perinatal respiratory delay.

Firstly, we studied the oxidative stress and showed that ROS production increases in P12
mice after both protocols, indicating that hypoxia affects the cerebellum. In HC, this oxidative stress
is associated with a moderate increase in apoptosis without histological and behavioral
consequences in the short or long term. However, IH induces a significant delay in histogenesis,
leading to a decrease in the thickness of the cerebellar cortex layers. This disorganization of the
cerebellum is accompanied by deficits in reflex acquisition. Our results suggest that IH may induce a
long-term protective mechanism viag, at least, an anti-apoptotic effect which compensates
histological alterations from P21. However, this compensatory process is insufficient and defaults in
motor coordination and cognition persist in adult mice.

In order to study more precisely hypoxia and report its effects in vivo in real time, we also
characterized 7 probes derived from sulforhodamine-101 and sensitive to a lack of oxygen. The
emission and excitation spectra obtained demonstrate that 5 of these molecules are excitable in the
infrared, and can thus be detectable by two-photon microscopy. In addition, we demonstrated that
they are not degraded, confirming that they are usable for in vivo imaging.

Thus, this work validates our two hypoxia models but shows that each type of hypoxia has
specific effects on the developing cerebellum: continuous hypoxia acts in the short-term while
intermittent hypoxia leads to profound structural and functional impacts. In the long term, our data
aim to determine the precise mechanisms underlying the deleterious effects of HP with fluorescent
dies sensitive to hypoxia, and to correlate the functional deficits observed in children who have
suffered from perinatal hypoxia with cerebellum alterations to improve their health care.






RESUME ETENDU

Le cervelet est une région du systéeme nerveux central, située a l'arriere du cerveau et
impliquée dans de nombreuses fonctions motrices telles que la coordination ou encore I'équilibre.
Des études plus récentes ont également permis de mettre en évidence son implication dans plusieurs
fonctions cognitives comme le langage et les processus d’apprentissage. Le cervelet est constitué
d’une substance blanche interne et d’'une substance grise périphérique appelée cortex cérébelleux.
Ce dernier est composé de 4 différentes couches cellulaires lors de la période feetale : la couche
granulaire externe (CGE) dans laquelle proliferent les précurseurs des cellules en grain ; la couche
moléculaire constituée majoritairement les fibres de Bergmann et des arbres dendritiques des
cellules de Purkinje sur lesquels se connectent les fibres paralléles ; la couche des cellules de Purkinje
contenant également les corps cellulaires de la glie de Bergmann ; et la couche granulaire interne
dans laquelle se différencient les neurones en grain. Le cortex embryonnaire poursuit son
développement jusqu’a la période postnatale. Puis la CGE disparait peu a peu et a I'adolescence, le

cervelet mature n’est plus constitué que de 3 couches corticales.

Du fait de son immaturité a la naissance, cette structure est potentiellement vulnérable aux
incidents périnataux, tels que des hypoxies. Les hypoxies périnatales peuvent étre provoquées soit
par un événement ponctuel (hypoxie continue = HC) correspondant par exemple a des retards de
respiration spontanée ou a une compression du cordon ombilical, soit par des pathologies
chroniques telles que I'apnée du prématuré (hypoxie intermittente = HI). Elles sont de fait
relativement fréquentes et responsables d’un tiers des morts néonatales, mais entrainent également
des déficits neurodéveloppementaux persistants a long terme. L'impact des hypoxies périnatales sur
le cervelet a longtemps été mis de coté au profit du cortex cérébral ou de I'hippocampe, plus
facilement accessibles par I'imagerie médicale. Cependant, de plus en plus de méta-analyses révelent
une corrélation entre les fonctions que contréle le cervelet et les déficits observés chez les enfants
ayant subi une hypoxie périnatale, suggérant que cette structure participe aux effets déléteres

induits lors d‘'un manque d’oxygénation a la naissance.

En se basant sur ces données, le premier objectif de cette these était de concevoir une
enceinte capable de modéliser les différents types d’hypoxie observés chez I'Homme. Une
collaboration avec I'Institut Universitaire de Technologie de I’Université de Rouen Normandie nous a
permis de créer une chambre d’hypoxie avec un volume compatible avec les cycles d’Hl, un contréle

automatisé des injections gazeuses d’azote, d’oxygéne et d’air, mais aussi une surveillance en temps



réel des parametres environnementaux tels que la température, la pression atmosphérique et

I’hygrométrie.

Les premiéres expérimentations in vivo ont été réalisées sur un modele d’hypoxie continue,
consistant en une hypoxie de 40 minutes a 5 % d’oxygene chez des animaux agés de 6, 12 ou 21 jours
postnataux (P6, P12, P21). Cette étude nous a permis de démontrer qu’une hypoxie périnatale aigué
induit un stress oxydatif chez les animaux agés de 6 et 12 jours immédiatement aprés I’hypoxie,
accompagné d’une augmentation de I'activité enzymatique des caspases pro-apoptotiques 24 heures
apreés la fin du protocole. Les études immunohistochimiques réalisées a P12 révelent que I’'HC cible
principalement les cellules en grain différenciées car les cellules apoptotiques se situent
majoritairement dans la CGl. A P21, cette activité pro-apoptotique reste plus élevée chez les souris
hypoxiques que chez les animaux controles, malgré I'absence de marqueur de stress oxydatif. Par
ailleurs, I'ensemble des altérations cellulaires induites par une HC semble étre la cible de
mécanismes compensatoires, puisqu’aucune altération de I'organisation structurale du cervelet n’est

observée sur le long terme.

Par ailleurs, nous avons cherché a déterminer les effets d’un autre type d’hypoxie, I'apnée du
prématuré (ADP), sur le développement du cervelet en se basant sur un modele d’hypoxies
intermittentes. Ainsi, des cycles de 2 minutes comprenant 20 secondes d’hypoxie a 5 % d’oxygene
ont été répétés 6 heures par jour pendant 10 jours chez des animaux agés de 2 jours postnataux.
Nous avons pu observer que I'hypoxie périnatale intermittente induit, comme I'HC, un stress oxydatif
au sein du cervelet. Cependant, celui-ci est cette fois associé a une réduction du volume cortical et a
une désorganisation des couches du cortex cérébelleux. De plus, les souriceaux présentent un retard
de croissance et des troubles développementaux dans I'acquisition de différents réflexes moteurs au
cours des deux premiéres semaines postnatales. Il semble que des mécanismes protecteurs, incluant
une diminution de la mort apoptotique, soient induits pour tenter de pallier ces déficits. En effet, les
altérations histologiques observées a P12 ne sont plus significatives a P21, témoignant de la mise en
place d’un processus de compensation. Ce dernier s’avére cependant insuffisant pour permettre une
récupération locomotrice. En effet, a I’age adulte, les souris présentent toujours des déficits moteurs
liés a la coordination motrice, mais aussi des troubles importants de I'apprentissage spatial. Nos
résultats indiquent donc que le cervelet pourrait effectivement participer aux défauts
comportementaux observés a long terme chez les patients ayant souffert d’ADP au cours de la

période postnatale.



Une étude plus approfondie des mécanismes cellulaires responsables de ces séquelles
pourrait étre envisagée grace a |'utilisation de marqueurs in vivo permettant de détecter I'hypoxie en
temps réel chez I'animal. Pour ce faire, nous avons étudié différentes sondes fluorescentes sensibles
a I’hypoxie. Ces dernieres sont en effet pourvues d’un groupement agissant comme un quencher, qui
est clivé en condition hypoxique pour permettre I’émission d’une fluorescence proportionnelle a la
carence en oxygéne. De plus, ces sondes ont été développées a partir de la sulforhodamine-101
(SR101). Cette molécule représente le marqueur le plus couramment utilisé en imagerie
biphotonique car il n’est pas toxique in vivo et permet d’observer par contraste les astrocytes et les
neurones au sein d’un tissu. Nous avons tout d’abord utilisé la SR101 en tant que contrdle afin de
mettre au point un protocole d’anesthésie et de chirurgie compatible avec la microscopie
biphotonique du cervelet d’un souriceau. Apres optimisation, nos premiéres images démontrent qu’il
est possible de distinguer différents types cellulaires tels que les cellules en grain, les cellules de
Purkinje ou les cellules de Bergmann in vivo a P10 et P21. Cependant, I'utilisation des sondes en
microscopie biphotonique implique de réaliser leur caractérisation spectrale afin de s’assurer qu’elles
sont excitables et détectables dans le domaine de linfrarouge. Grace aux différents profils
d’excitation et d’émission, nous avons ainsi éliminé deux sondes inutilisables en imagerie
biphotonique, alors que les 5 autres ont des caractéristiques proches de la SR101 et sont stables au
cours du temps. Elles pourront donc a terme étre utilisées in vivo pour I'étude en temps réel des

mécanismes cellulaires liés a I’"hypoxie.

A terme, les données concernant I'impact d’une hypoxie périnatale sur les mécanismes
cellulaires au sein du cervelet seront comparées avec la physiopathologie des enfants prématurés
afin d'apporter quelques éléments de réponse quant aux conséquences neurodéveloppementales de

I'ADP et d'améliorer la prise en charge de I'enfant prématuré.

Mots clés : cervelet, développement, hypoxie, périnatal, apnée du prématuré, chambre d’hypoxie,
histologie, apoptose, stress oxydatif, comportement, sondes fluorescentes

Keywords: cerebellum, development, hypoxia, perinatal, apnea of prematurity, hypoxia chamber,
histology, apoptosis, oxidative stress, behavior, fluorescent probes
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CHAPITRE | : LE CERVELET

1. ORGANISATION STRUCTURELLE DU CERVELET

1.1 PRESENTATION GENERALE

Le cervelet est une structure impaire du systeme nerveux central (SNC), située au sein de la
fosse cranienne postérieure, en arriere du tronc cérébral. Il se localise sous les hémisphéres
cérébraux dont il est séparé par la tente du cervelet, un épais repli de dure-meére. Les deux autres
méninges le recouvrant, I'arachnoide et la pie-mére, sont séparées par un espace sous-arachnoidien.
Ce dernier forme de larges cavités appelées citernes, au sein desquelles circule le liquide céphalo-
rachidien.

Le cervelet présente une structure hautement repliée et organisée en différentes
subdivisions, a savoir les lobes, lobules, lames et lamelles. En effet, il se compose de 3 lobes délimités
par 2 fissures dans I'axe antéropostérieur : la fissure primaire, qui départage le lobe antérieur et le
lobe postérieur, et la fissure postéro-latérale qui sépare les lobes postérieur et flocculo-nodulaire
(Figure 1A). Ces 3 lobes peuvent eux-mémes étre segmentés par d’autres fissures en différents
lobules : les lobules | a V localisés au sein du lobe antérieur, les lobules VI a IX dans le lobe postérieur,
et le lobule X constituant a lui seul le lobe flocculo-nodulaire (Figure 1A) (Larsell, 1952). Enfin, ces

lobules sont divisés en lames et lamelles par plusieurs sillons.

. Lo Paléocervelet Néocervelet
A r /— Fissure primaire B Ve ~ N
Lobe antérieur Vermis Pvs Hémisphere

\

Lobe postérieur

Fissure
postéro-latérale

Lobe
flocculo-nodulaire

Archéocervelet

Figure 1 ¢ Anatomie générale du cervelet chez ’'Homme. (A) Représentation du cervelet déroulé
indiquant ses divisions anatomiques selon I'axe antéro-postérieur. (B) Vue dorsale du cervelet
présentant ses divisions fonctionnelles selon I'axe médio-latéral.

| 3 X = numérotation des 10 lobules cérébelleux ; Pvs = paravermis.
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Par ailleurs, le cervelet est organisé en deux hémisphéres reliés par une partie centrale
étroite, le vermis, lui-méme entouré de part et d’autre par le paravermis. Toutes ces divisions
anatomiques correlent avec les divisions évolutives. Ainsi le lobe flocculo-nodulaire correspond a
I’archéocervelet retrouvé tout d’abord chez les poissons, le vermis constitue le paléocervelet apparu
chez les reptiles et les oiseaux, et les hémisphéres cérébelleux forment le néocervelet présent
uniquement chez les mammiféres (Figure 1B) (Larsell, 1937). A l'instar du cerveau, le cervelet
comprend une substance blanche interne au sein de laquelle sont inclues 4 paires de noyaux
profonds : les noyaux fastigiaux, dentelés et interposés (globuleux et emboliforme) (Nieuwenhuys et
al., 2008). Ce tissu est également composé des différentes fibres afférentes et efférentes, qui sont
reliées a d’autres structures du SNC par l'intermédiaire des pédoncules cérébelleux. Ces derniers
sont au nombre de six, a savoir trois paires symétriques appelées pédoncules supérieurs, moyens et
inférieurs, qui rejoignent respectivement le mésencéphale, le pont et le bulbe rachidien (Figure 2)
(Ruigrok et al., 2015). Au sein du cervelet, ces fibres permettent d’établir une connexion avec une

substance grise périphérique appelée cortex cérébelleux (Figure 2) (cf. Chapitre 1.1.2).

Mésencéphale
Substanceblanche

Pont
supérieur Noyaux profonds
Pédoncules moyen
o IVeme ventricule
inférieur

Cortex cérébelleux

Bulbe rachidien

Moelle épiniere

Figure 2 ¢ Organisation interne du cervelet chez ’'Homme. Représentation du cervelet et du tronc
cérébral en coupe sagittale.

La vascularisation du cervelet est assurée par 3 artéres : les artéres supérieure et antéro-
inférieure qui sont issues du tronc basilaire, et I'artere postéro-inférieure provenant de l'artére
vertébrale (Figure 3A,B) (Naidich et al., 2009). L’artére cérébelleuse supérieure se divise en deux
branches, médiale et latérale, qui irriguent respectivement les zones supérieures du vermis et des
hémisphéeres cérébelleux. La branche médiale rejoint également les pédoncules supérieurs et les

noyaux profonds. L'artére cérébelleuse antéro-inférieure vascularise quant a elle les pédoncules
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moyens, le flocule et la face hémisphérique située sous la fissure horizontale. Enfin, I'artére postéro-
inférieure irrigue le pédoncule inférieur et la partie caudale du cervelet. En effet, tout comme I'artére
supérieure, elle se divise en deux branches médiale et latérale pour irriguer les régions inférieures du
vermis et des hémisphéres cérébelleux. La branche latérale fournit également un apport sanguin

secondaire aux noyaux profonds du cervelet (Savoiardo et al., 1987; Naidich et al., 2009).

A

o . Branche médiale
Artére cérébelleuse supérieure .
Branche latérale

Artére basilaire

Artére cérébelleuse antéro-inférieure

R . . P Branche médiale
Artére cérébelleuse postéro-inférieure
Branche latérale

Artére vertébrale

B

Artére cérébelleuse supérieure

Artére cérébelleuse antéro-inférieure

Artére cérébelleuse postéro-inférieure

Figure 3 ¢ Vascularisation artérielle du cervelet. Représentation des artéres cérébelleuses en vue
sagittale (A) et ventrale (B).

Le drainage du cervelet est assuré par trois systémes veineux recouvrant respectivement les
surfaces supérieure, inférieure et antérieure du cervelet (Figure 4) (Naidich et al., 2009). Les régions
supérieure et inférieure du cervelet sont drainées par des veines dites vermiennes et
hémisphériques : les veines vermiennes supérieures rejoignent la veine de Galien qui se déverse dans
le sinus droit ; les veines hémisphériques supérieures se dirigent vers la tente du cervelet jusqu’aux
sinus pétreux supérieurs et transverses ; et les veines recouvrant la partie inférieure du cervelet
rejoignent le confluent des sinus et le sinus transverse. Enfin, les veines de la partie antérieure du
cervelet drainent le sang jusqu’a la veine cérébelleuse antérieure. Cette derniére est située au sein

de la grande fissure horizontale et converge vers le sinus pétreux supérieur (Rhoton, 2000).
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Veine de Galien

Veine vermienne supérieure
. - - Sinus pétreux supérieur
Veine cérébelleuse antérieure

Veine hémisphérique inférieure Sinus droit

Veine hémisphérique supérieure Sinus transverse

Confluent des sinus

Veine vermienne inférieure

Figure 4 ¢ Vascularisation veineuse du cervelet. Représentation des veines du cervelet en vue
supérieure.

1.2 LE CORTEX CEREBELLEUX

Le cortex cérébelleux possede une organisation similaire quels que soient les lobules ou
régions qu’il controle, et cette cytoarchitecture est conservée chez I'ensemble des mammiféres.
Ainsi, le cortex cérébelleux adulte est divisé en trois couches cellulaires distinctes: la couche
moléculaire (CM) en surface, la couche intermédiaire des cellules de Purkinje (CP) et la couche

granulaire (CG) au contact de la substance blanche interne.

1.2.1 LA COUCHE GRANULAIRE

La CG représente la couche la plus interne du cortex cérébelleux. Elle est majoritairement
composée des cellules en grain qui, au nombre de 50 milliards, représentent plus de la moitié de la
population neuronale cérébrale chez 'Homme (Diedrichsen et al., 2019). De petite taille, environ 5 a
8 um de diameétre, ces neurones glutamatergiques recoivent des signaux excitateurs des fibres
moussues par l'intermédiaire de 3 a 5 dendrites courtes, localisées au sein d’un glomérule
(Figure 5; Lackey et al., 2018). Ces entrées excitatrices sont contrebalancées par des inhibitions
provenant des cellules de Golgi, dont les axones représentent le troisieme constituant du glomérule
(Figure 5). Cette structure tripartite est entourée d’une capsule gliale formée par un astrocyte velate,
dont le role n’est pas encore établi (Chan-Palay and Palay, 1972a). Une fois le signal intégré au sein
de la cellule en grain, il est propagé le long de son axone qui remonte perpendiculairement jusque
dans la CM. La, il se divise en deux ramifications perpendiculaires a la surface du cortex cérébelleux
qui peuvent mesurer jusqu’a 3 mm de longueur (Figure 5 ; Pichitpornchai et al., 1994; Shepherd,
2004). Ces axones, fins et non myélinisés, sont appelés fibres paralléles et se connectent aux cellules
de Purkinje, aux interneurones de la CM et aux dendrites apicales des cellules de Golgi (Pellionisz and

Szenta’gothai, 1973; Ekerot et al., 1991; Pichitpornchai et al., 1994).
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Figure 5 ¢ Représentation schématique des cellules de la couche granulaire du cervelet. CG:
couche granulaire ; CM : couche moléculaire ; CP : couche des cellules de Purkinje.

Les cellules de Golgi sont les principaux interneurones inhibiteurs de la CG (Figure 5). Elles
peuvent exprimer deux types de neurotransmetteurs, a savoir I'acide gamma-aminobutyrique
(GABA) et la glycine, et leurs axones se développent de fagon dense dans la CG jusqu’aux glomérules
ou ils se connectent aux cellules en grain (Chan-Palay and Palay, 1972b; Ottersen et al., 1987). De
plus, si leurs dendrites apicales remontent dans la CM pour se connecter aux fibres paralléles, elles
possédent également des dendrites baso-latérales qui se développent dans la CG et forment des
contacts synaptiques avec les fibres moussues. Les cellules de Golgi recoivent aussi des afférences en
provenance des cellules de Lugaro, des cellules en panier et des cellules étoilées (Dieudonné and
Dumoulin, 2000; Dumoulin et al., 2001). Il a également été montré que les cellules de Golgi
communiquent entre elles via des synapses électriques (Dugué et al., 2009). Ces gap junctions sont
majoritairement localisées sur les dendrites apicales et leur permettent d’exercer une inhibition
rythmique sur les cellules en grain (Vervaeke et al., 2010).

Au sein de la CG, on retrouve également les cellules de Lugaro, qui représentent prés d’un

tiers des interneurones inhibiteurs de cette couche. Ces cellules fusiformes sont situées dans la
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partie supérieure de la couche corticale, pres des cellules de Purkinje (Figure 5). Normalement
silencieux, ces interneurones sont activés par la sérotonine provenant notamment de la formation
réticulée, et exercent leur action inhibitrice par I'intermédiaire de deux types d’axones : un premier
plexus axonal entre en contact avec les interneurones de la CM dans le plan parasagittal (Lainé and
Axelrad, 1998), tandis que le second, transverse et dense, s’étend jusque dans la CM afin de relier les
cellules de Lugaro aux dendrites apicales des cellules de Golgi (Dieudonné and Dumoulin, 2000;
Dumoulin et al., 2001). De plus, des études montrent que les axones des cellules de Lugaro entrent

également en contact avec les cellules de Purkinje (Dean et al., 2003).

Le dernier type neuronal de la CG correspond aux cellules unipolaires en brosse (Figure 5). Ce
sont les seuls interneurones excitateurs du cortex et l'unique type cellulaire a ne pas étre distribué
de facon homogene au sein de la structure, puisqu’elles ne sont présentes qu’au sein des lobules IX
et X du cervelet (Mugnaini and Floris, 1994). Elles doivent leur nom a leur unique dendrite, dont la
terminaison a I'apparence d’une brosse ou d’un pinceau, et possédent un axone qui se prolonge dans
la CG et plus rarement dans la substance blanche, afin de former une synapse avec les cellules en
grain avoisinantes (Figure 5 ; Difio et al., 2000). Ces cellules unipolaires en brosse sont innervées par
une unique fibre moussue (Mugnaini et al., 1994), et recoivent également des signaux inhibiteurs par

I'intermédiaire des cellules de Golgi (Dugué et al., 2005; Mugnaini et al., 2011).

| 1.2.2 LA COUCHE DES CELLULES DE PURKINJE

Située au-dessus de la CG, la CP est constituée d’une assise monocellulaire de cellules de
Purkinje présentant des somas piriformes et une arborisation dendritique dense qui se prolonge dans
la CM en suivant un axe parasagittal (Figure 6). A I'origine de cette arborisation, un unique tronc
dendritique, appelé dendrite primaire, se développe depuis le pole apical de la cellule. Il donne
naissance a des dendrites secondaires, qui se ramifient elles-mémes pour former de multiples
dendrites tertiaires. Ces dernieres sont pourvues d’épines dendritiques se connectant a une
multitude de fibres paralléles (Herndon, 1963). En effet, chaque arbre dendritique est traversé par
des milliers de fibres paralléles, aboutissant a plus de 175 000 contacts synaptiques (Napper and
Harvey, 1988). Par ailleurs, chaque cellule de Purkinje est également reliée a une fibre grimpante, qui
s’enroule autour de I'arbre dendritique en formant ainsi de nombreuses connections (Figure 6).

Les cellules de Purkinje, véritable centre d’intégration des différentes afférences, constituent
la seule efférence du cortex cérébelleux. Ces neurones inhibiteurs sont de grande taille, avec un
corps cellulaire d’environ 20 um de diamétre chez la Souris, et émettent un axone se prolongeant

jusque dans les noyaux cérébelleux (Ito et al., 1964). Celui-ci peut donner naissance a différentes
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collatérales qui bifurquent de nombreuses fois, afin de former des plexus axonaux au sein des
couches moléculaire et granulaire. Nous pouvons ainsi observer le plexus collatéral récurrent dans la
CG, qui se connecte aux cellules de Golgi ; le plexus infra-ganglionnaire qui entre en contact avec les
cellules de Purkinje voisines et les cellules de Lugaro ; et enfin, le plexus supra-ganglionnaire qui crée,

quant a lui, des synapses avec les cellules de Purkinje et les interneurones en panier (Chan-Palay,

1971).
cMm « .
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Cellule de
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Fibre grimpante] N _ _ “Noyau cérébelleux

Olive inférieure

Figure 6 ¢ Représentation schématique des cellules de la couche des cellules de Purkinje.
CG : couche granulaire ; CM : couche moléculaire ; CP : couche des cellules de Purkinje.

Par ailleurs, la CP contient des cellules en candélabre représentant le dernier type de
neurones découvert au sein du cortex cérébelleux (Lainé and Axelrad, 1994). Ces interneurones
inhibiteurs possédent un corps cellulaire piriforme de petite taille, orienté verticalement entre les
cellules de Purkinje (Figure 6). Une a deux dendrites épaisses émergent de ce soma et pénétrent de
facon verticale dans la CM, ou elles émettent quelques ramifications pouvant atteindre la pie-mere.
Des dendrites plus petites prennent également naissance, soit a I'autre p6le du soma, soit a la base
des dendrites principales, et projettent dans la CG de fagon horizontale (Schilling et al., 2008).
L’axone des cellules en candélabre se propage quant a lui horizontalement dans la CP en émettant

une multitude de branches remontant ensuite dans la CM (Figure 6). A ce jour, le réle des cellules en
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candélabre dans le réseau neuronal cérébelleux reste inconnu, de méme que ses afférences et la
cible de ses efférences. Malgré tout, la localisation de leurs projections axonales laisse supposer que
ces interneurones établiraient des connexions synaptiques avec les dendrites des cellules de Purkinje

(Sudarov et al., 2011).

Enfin, les cellules gliales de Bergmann s’intercalent entre les cellules de Purkinje et émettent
des prolongements qui s’étendent dans la CM pour atteindre la surface piale ou des vaisseaux
sanguins (Figure 6; Hanke and Reichenbach, 1987). Ces cellules unipolaires, dérivées de la glie
radiaire, sont qualifiées d’astrocytes spécialisés et forment une gaine recouvrant I'ensemble des
cellules de Purkinje. Elles sont impliquées dans la recapture des neurotransmetteurs via les
récepteurs glutamate aspartate transporter 1 (GLAST-1) et glutamate transporter 1 (GLT-1)
(Chaudhry et al., 1995), ainsi que dans la formation et I’élimination de synapses (cf. Chapitre 1.1.5).
Elles servent également de support énergétique pour les cellules de Purkinje, grace a leur faculté de
métabolisation du glucose, et de support physique pour les cellules en grain lors de la mise en place
de la CG au cours du développement cérébelleux (cf. Chapitre 1.3). Enfin, des études plus récentes

suggerent que ces astrocytes joueraient un role de cellules souches neurales (Sottile et al., 2006).

1.2.3 LA COUCHE MOLECULAIRE
La CM est majoritairement composée de fibres nerveuses, telles que les fibres grimpantes en
provenance de I'olive inférieure, les dendrites des cellules de Purkinje et de Golgi, les prolongements
des cellules gliales de Bergmann et les fibres paralléles. De ce fait, la CM ne comporte que deux types

de corps cellulaires, a savoir les cellules en panier et les cellules étoilées.

Ces deux populations d’interneurones GABAergiques se distinguent selon leur morphologie
et leur localisation au sein de la couche. Ainsi, les cellules en panier présentent un large soma
pouvant mesurer jusqu’a 20 um de diamétre et sont situées dans le tiers inférieur de la CM
(Figure 7). Elles présentent des dendrites peu ramifiées et distribuées radialement dans la CM selon
un axe parasagittal. Les dendrites ascendantes peuvent s’étendre sur toute la hauteur de la CM,
tandis que les dendrites descendantes sont plus courtes et moins nombreuses (Lemkey-Johnston and
Larramendi, 1968). De plus, des épines dendritiques sont présentes sur toute la longueur de I'arbre
dendritique, mais aussi, bien que plus rarement, sur le corps cellulaire. L'axone d’une cellule en
panier s’étend jusque dans la CP et émet des collatérales qui s’enroulent autour des somas des

cellules de Purkinje en formant un réseau similaire a un panier, dont les cellules tirent leur nom.
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Les cellules étoilées se situent quant a elles dans les deux tiers supérieurs de la CM (Figure 7).
Les plus externes ont un diamétre compris entre 5 et 9 um et quelques dendrites radiales, tandis que
les cellules plus internes sont plus grandes et possedent un arbre dendritique plus élaboré.
Globalement plus petites que les cellules en panier, les cellules étoilées émettent un axone qui

s’étend parallelement aux cellules de Purkinje et forme des synapses avec |'arbre dendritique de ces

derniéres.
cM
Cellule étoilée
Celluleen
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Figure 7 ¢ Représentation schématique des interneurones de la couche moléculaire et de leurs
connexions avec les cellules de Purkinje. CG: couche granulaire; CM: couche moléculaire;
CP : couche des cellules de Purkinje.

Cependant, cette classification des cellules étoilées et en panier en deux types cellulaires est
remise en question et, comme le suggérait Ramon y Cajal en 1909, elles pourraient représenter une
seule et méme population cellulaire. Elles présentent en effet des caractéristiques
électrophysiologiques communes, et les variations morphologiques seraient dues au positionnement

des cellules au sein de la CM (Sultan and Bower, 1998; Mann-Metzerand and Yarom, 2000).

La fonction principale des interneurones de la CM est d’inhiber les cellules de Purkinje. Pour
ce faire, un interneurone se connecte a plusieurs cellules de Purkinje, et chaque cellule de Purkinje

est innervée par différents interneurones. Ainsi, chez le rongeur, une cellule de Purkinje regoit prés
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de 1 500 synapses inhibitrices de la part d’au moins 10 interneurones (Jaeger et al., 1997). Cette
action inhibitrice est synchronisée et potentialisée par I'activité spontanée et le couplage qui relie
électriquement ces interneurones entre eux (Mann-Metzerand and Yarom, 2000). En contrepartie, ils
recoivent une multitude de signaux, a la fois excitateurs de la part des fibres paralleles et grimpantes,
mais également inhibiteurs en provenance d’autre interneurones de la CM et des collatérales des

cellules de Purkinje (Lemkey-Johnston and Larramendi, 1968).

1.3 LES NOYAUX PROFONDS

Au nombre de quatre, les noyaux profonds ou gris du cervelet sont situés en profondeur dans
la substance blanche et représentent la principale efférence cérébelleuse vers les autres structures
cérébrales (Figure 8). Leur emplacement anatomique correspond aux régions cérébelleuses avec
lesquelles ils établissent des connexions, induisant ainsi une organisation médio-latérale et antéro-
postérieure précise. Chaque noyau est composé (i) de neurones efférents glutamatergiques
possédant de larges corps cellulaires et d’'imposants arbres dendritiques sphériques, GABAergiques
de plus petite taille ou encore glycinergiques, présents spécifiquement dans les noyaux denté et
fastigial (Uusisaari et al., 2007; Bagnall et al., 2009; Uusisaari and Kndpfel, 2010) ; (ii) d’interneurones
qui peuvent étre inhibiteurs ou excitateurs (Uusisaari and Knoépfel, 2013). A I'exception des
interneurones inhibiteurs qui exercent un contréle indépendant du reste du cervelet, I'ensemble des
neurones des noyaux profonds recoit des afférences excitatrices de la part des collatérales des fibres
moussues et grimpantes, et inhibitrices provenant des cellules de Purkinje (Uusisaari and Knopfel,
2013).

Le noyau fastigial se situe en position médiale au-dessus du toit du 4™ ventricule. Il recoit
des afférences provenant en majorité des cellules de Purkinje vermiennes, mais aussi des collatérales
des fibres moussues et grimpantes (Zhang et al., 2016). |l est connecté aux noyaux vestibulaires via le
pédoncule cérébelleux inférieur et peut étre divisé en deux sections : d’'une part le noyau fastigial
rostral et d’autre part le noyau fastigial caudal, impliqués respectivement dans la posture et les
mouvements rapides des yeux (cf. Chapitre .2.2.1).

Les noyaux interposés se situent au niveau du toit du 4°™ ventricule, latéralement au noyau
fastigial. Chez I'Homme, on distingue le noyau interposé globuleux et le noyau interposé
emboliforme, qui peuvent étre fusionnés chez certains mammiféres. Du fait de leur localisation, ils
recoivent des afférences provenant principalement du paravermis et envoient leurs efférences vers
le noyau rouge controlatéral par I'intermédiaire du pédoncule cérébelleux supérieur (Voogd et al.,

2013).
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Enfin, en position latérale, le noyau denté est le plus grand des noyaux profonds cérébelleux.
Il présente de nombreuses circonvolutions et peut étre divisé en deux zones, dorsale et ventrale, qui
jouent des réles dans des fonctions respectivement motrices et non motrices (cf. Chapitre 1.2) (Dum
and Strick, 2003). Il recoit des signaux provenant des hémisphéres cérébelleux latéraux, mais
également du cortex cérébral, et projette notamment vers le noyau rouge controlatéral et le noyau

thalamique ventrolatéral.

Quatriéme ventricule

u/ Noyau fastigial
/ (\ /) Noyau interposé globuleux

Noyau interposé emboliforme

Noyau denté

NN Substance blanche

S\)/ Cortex cérébelleux

Figure 8 ¢ Représentation schématique des noyaux profonds du cervelet chez ’Homme en coupe

horizontale.

1.4 LA SUBSTANCE BLANCHE
La substance blanche cérébelleuse est située en profondeur sous la CG. Ainsi les afférences
du cortex cérébelleux, majoritairement représentées par les fibres grimpantes et les fibres moussues,

transitent par la substance blanche avant d’atteindre leur cible.

Les fibres grimpantes constituent les axones des neurones de l'olive bulbaire inférieure
controlatérale (Desclin, 1974). Elles traversent le pont et pénétrent dans la substance blanche via le
pédoncule cérébelleux inférieur. Elles émettent alors des collatérales afin de former des synapses
avec les interneurones des noyaux profonds du cervelet, puis transitent de fagon rectiligne jusqu’au
cortex cérébelleux. Une fois dans la CG, elles émettent de nouveau plusieurs collatérales a 90°, qui
rejoignent la CP et la CM ou elles forment de nombreuses ramifications autour des dendrites des
cellules de Purkinje. Bien qu’une cellule de Purkinje ne soit innervée que par une fibre grimpante,
chaque fibre grimpante peut effectuer environ 500 contacts synaptiques avec une méme cellule de
Purkinje chez le Rat (Palay and Chan-Palay, 1974). Elles envoient alors des signaux excitateurs en

libérant du glutamate et de I'aspartate (Kimura et al., 1985).
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Les fibres moussues proviennent quant a elles de différents noyaux du tronc cérébral, tels
que les noyaux pontiques et vestibulaires, ou encore de la moelle épiniére. Ces fibres
glutamatergiques pénetrent dans le cervelet via les pédoncules cérébelleux moyens et inférieurs. A
leur arrivée dans la substance blanche, les fibres moussues se distribuent dans des lobules
spécifiques de I’'hémisphére ipsi- ou controlatéral en fonction de leur origine (Sillitoe et al., 2012).
Elles produisent alors de nombreuses collatérales qui bifurquent et rejoignent soit les noyaux gris
profonds, soit le cortex cérébelleux. Au sein de la CG, chaque fibre émet ainsi une multitude de
terminaisons appelées « rosettes » qui s’étendent largement, lui permettant de se connecter a

plusieurs cellules en grain au sein d’un glomérule.

Enfin, il existe 5 afférences complémentaires des fibres moussues et grimpantes. Elles
proviennent de la formation réticulée et se propagent par l'intermédiaire des trois pédoncules
cérébelleux. Ces fibres neuromodulatrices, dites perlées, présentent des varicosités correspondant
aux sites de libération de neurotransmetteurs spécifiques. Les plus nombreuses sont les fibres
sérotoninergiques représentant 15 % des afférences totales du cervelet et provenant de différentes
structures comme la formation réticulée ou les noyaux du raphé (Bishop and Ho, 1985). Elles
projettent de facon hétérogéne vers toute la substance grise cérébelleuse, avec une densité accrue
au sein des lobules VIII a X du vermis (Rahimi-Balaei et al., 2015). Ces fibres forment ainsi un réseau
dense au sein des couches granulaire et moléculaire, ou elles innervent notamment les cellules de
Purkinje, mais elles rejoignent aussi les noyaux profonds du cervelet (Strahlendorf and Hubbard,
1983; Kerr and Bishop, 1991). On retrouve également des fibres neuromodulatrices
noradrénergiques, qui prennent majoritairement naissance au sein du locus coeruleus, lieu de
synthése privilégié de ce neurotransmetteur. Elles entrent dans le cervelet via le pédoncule supérieur
et projettent vers les noyaux profonds et le cortex. Au sein de ce dernier, elles se connectent aux
dendrites des cellules en grain dans le glomérule et des cellules de Purkinje (Rahimi-Balaei et al.,
2015).

Au-dela de ces deux types majoritaires, des fibres cholinergiques sont aussi présentes dans le
cervelet, en particulier au sein des couches moléculaire et granulaire, et des noyaux profonds. Elles
sont plus dispersées et proviennent majoritairement de la formation réticulée et, dans une moindre
mesure, des noyaux vestibulaires (Barmack et al., 1992; Jaarsma et al., 1997). De méme, des
afférences dopaminergiques originaires de I'aire tegmentale ventrale se propagent jusqu’au cortex
cérébelleux, vers la CG et la CP (lkai et al., 1992). Au vu de la localisation des récepteurs
dopaminergiques, il est suggéré que les fibres dopaminergiques exercent principalement leur action
sur les cellules de Purkinje via les récepteurs D3 et D5 afin de moduler les efférences cérébelleuses

(Barili et al.,, 2000). Enfin, des fibres histaminergiques en provenance directe du noyau
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tubéromamillaire de I’hypothalamus se connectent aux neurones de la CM, de la CG et des noyaux
profonds, suggérant |'existence d’une voie directe reliant I’"hypothalamus au cervelet (Panula et al.,

1993).

1.5 L'ORGANISATION INTRACORTICALE

A l'aide de différentes approches anatomiques, moléculaires ou encore physiologiques, le
cervelet a pu étre divisé en différentes zones longitudinales. Au sein du cortex cérébelleux, les
cellules de Purkinje d’'une méme zone longitudinale recoivent des afférences provenant des fibres
grimpantes d’'une méme région de l'olive inférieure couplées entre elles via des jonctions
communicantes. De plus, ces mémes cellules de Purkinje projettent toutes sur un ensemble
spécifique de neurones d’un noyau cérébelleux profond. Par ailleurs, chaque zone longitudinale est
elle-méme découpée en microzones, qui sont composées de modules fonctionnels formés par les
interactions entre les différentes cellules du cortex. Cette organisation en modules se fait autour de
la cellule de Purkinje, qui représente la seule efférence du cortex cérébelleux et vers laquelle vont
converger les différentes informations. Ainsi, la cellule de Purkinje recoit des afférences indirectes
des fibres moussues par I'intermédiaire des fibres paralléles, mais également des afférences directes

des fibres grimpantes en provenance de I'olive inférieure (Figure 9).

Dans le premier cas, les données sont contrblées principalement au niveau de la CG. La
communication glutamatergique entre les fibres moussues et les cellules en grain s’effectue via les
récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA). Ce récepteur peut ensuite étre amplifié d’'une part via les
récepteurs alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) grace au phénomeéne
de spill-over favorisé par la contention de la synapse au sein d’un glomérule (Silver et al., 1992;
DiGregorio et al., 2002), et d’autre part grace aux cellules unipolaires en brosse excitatrices. En effet,
ces derniéres recoivent également des signaux glutamatergiques rapides (AMPA) et lents (NMDA)

des fibres moussues pour agir a leur tour positivement sur les cellules en grain.

Paralléelement, cette communication est régulée négativement par la cellule de Golgi
(Figure 9). En effet, apres stimulation par les fibres moussues, les cellules en grain libérent du
glutamate au sein du glomérule et activent les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGIuR) 2,
kainate ou encore AMPA présents sur les cellules de Golgi (Bureau et al., 2000; Watanabe and
Nakanishi, 2003). Les cellules de Golgi relachent alors du GABA qui se fixe sur les récepteurs GABA
des cellules en grain pour exercer un rétrocontréle négatif grace a un mécanisme de double

inhibition.



¢ Chapitre | : Le cervelet ¢

' Cellule étoilée . Cellule de Lugaro

. Cellule en panier O Cellule de Golgi

‘ Cellule de Purkinje I Fibre moussue

O Cellule en candélabre Bl Fibre grimpante

g O Glomérule

Figure 9 ¢ Représentation schématique des réseaux neuronaux au sein du cortex cérébelleux.
CG : couche granulaire ; CM : couche moléculaire ; CP : couche des cellules de Purkinje.
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Ainsi, les récepteurs contenant la sous-unité al du GABAa et localisés au sein de la fente
synaptique vont étre activés en premier, tandis que d’autres récepteurs possédant, entre autres, la
sous-unité a6 et potentiellement extrasynaptiques, déclenchent un phénomene de spill-over
générant un courant inhibiteur plus lent (Nusser et al., 1998; Rossi and Hamann, 1998). Cependant,
cette action est limitée par un auto-controle des cellules de Golgi via leurs récepteurs GABAg ainsi
que par les signaux GABAergiques et glycinergiques des cellules de Lugaro (Mapelli et al., 2009).
Cette inhibition est aussi régulée par les cellules étoilées et en panier de la CM qui agissent par

I'intermédiaire du GABA.

Les informations en provenance des fibres moussues sont également contrblées par les
interneurones inhibiteurs de la CM. En effet, en réponse aux signaux excitateurs transmis par les
fibres paralleles via des récepteurs NMDA, AMPA et mGluR1, les cellules en panier et étoilées
libérent du GABA. Celui-ci se fixe alors sur les cellules de Purkinje au niveau de récepteurs GABAa
présentant une prédominance de sous-unités alPxy2 et inhibe la transmission du signal (Briatore et
al.,, 2010). Cette action des interneurones de la CM est régulée négativement par les cellules de
Lugaro, tandis que les cellules en candélabre de la CP semblent également étre a I'origine d’une

inhibition des cellules de Purkinje (Schilling et al., 2008).

Une fois traitées, les informations des fibres moussues sont transmises par les fibres
paralléles et, dans une moindre mesure, grace a I'axone ascendant des cellules en grain, jusqu’aux
cellules de Purkinje. La, ce signal est confronté aux afférences excitatrices des fibres grimpantes
provenant de I'olive inférieure. En effet, ces connexions glutamatergiques induisent toutes deux une
augmentation du calcium cytosolique dans la cellule de Purkinje grace aux mémes mécanismes post-
synaptiques : (/) une activation rapide des récepteurs AMPA permettant une entrée de sodium au
sein de la cellule de Purkinje et aboutissant a un influx de calcium grace a I'ouverture de canaux
calciques voltage-dépendants et (ii) une action plus lente sur les récepteurs mGluR1 entrainant une
libération du calcium contenu au sein du réticulum endoplasmique par I'intermédiaire de seconds
messagers. Cependant, les signaux émis par les deux fibres se distinguent dans la mesure ou une
fibre parallele génere un potentiel d’action simple tandis qu’une fibre grimpante, qui émet une
multitude de contacts synaptiques sur I'arborisation dendritique d’une cellule de Purkinje, induit un
potentiel d’action complexe. Cette double innervation est a I'origine de différents mécanismes de
plasticité tels que la dépression a long terme (long term depression ; LTD), théorisée dans le modele
d’Albus (Albus, 1971) et confirmée de facon expérimentale plusieurs années plus tard (Ito et al.,
1982). En effet, lorsqu’une cellule de Purkinje recoit des afférences des fibres paralléles, elle peut

conjointement étre fortement stimulée par une fibre grimpante, signalant une erreur de prédiction
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dans la tache a effectuer. Si ces deux signaux sont transmis dans la méme fenétre temporelle, alors
I’excitation de la cellule de Purkinje aboutit a un niveau élevé de calcium intracellulaire et a
I’activation de différentes enzymes, provoquant la phosphorylation et I'internalisation des récepteurs
AMPA au niveau des contacts établis avec les fibres paralléles. Cette cascade cellulaire entraine une
diminution de l'efficacité des synapses, et il en résulte alors une modification de I'efférence
transmise aux noyaux profonds et par conséquent une modulation du comportement. Si cette LTD
est dite hétérosynaptique puisqu’elle implique une double afférence, d’autres phénomeénes de
plasticité peuvent étre homosynaptiques. On retrouve par exemple un phénomene de
potentialisation a long terme (long term potentiation ; LTP) induit par I'entrée excitatrice simple
d’une fibre parallele sur une cellule de Purkinje en I'absence d’un signal olivaire. Ce phénomene de
LTP permettrait ainsi de contrebalancer les effets de la LTD citée plus haut (Boyden and Raymond,

2003).

Un autre acteur de la plasticité synaptique est la glie de Bergmann. En effet, il a été
démontré qu’au sein des microdomaines, des prolongements radiaires se développent et forment
une gaine gliale autour des connexions synaptiques de la CM (Grosche et al., 2002). A ce niveau, les
cellules de Bergmann expriment une grande quantité de transporteurs au glutamate GLAST-1 et GLT-
1 (Chaudhry et al., 1995). Lors d’une transmission glutamatergique sur les cellules de Purkinje, ces
transporteurs sont activés pour réduire la concentration de glutamate synaptique et diminuer ainsi la
réponse des cellules de Purkinje (Takayasu, 2005). Enfin, les cellules de Bergmann possedent des
récepteurs AMPA qui, une fois activés, induisent une libération de glutamate (Cervetto et al., 2015).
Le role de ce gliotransmetteur serait de renforcer le contréle inhibiteur des cellules de Purkinje en se

fixant sur les récepteurs NMDA des cellules étoilées et en panier (Rudolph et al., 2016).

Le réseau cortical présenté ici est similaire dans I'ensemble du cortex cérébelleux.
Cependant, son organisation en modules ainsi que les nombreuses plasticités fines qui s’y déroulent,
notamment entre les interneurones et les cellules de Purkinje ou encore au niveau des noyaux
profonds, conférent une grande hétérogénéité au cervelet et lui permettent de participer au contréle

de fonctions trés diversifiées.
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2. ORGANISATION FONCTIONNELLE DU CERVELET

2.1 LES FONCTIONS MOTRICES

Comme expliqué précédemment, le cervelet peut étre organisé selon différents modeéles. Les
premiers, basés sur son anatomie macroscopique, ont permis de le diviser en un vermis et deux
hémisphéeres, puis en dix lobules. Par la suite, une segmentation phylogénétique a vu le jour,
permettant ainsi de segmenter trois zones correspondant aux différentes évolutions : I'archéo-, le
paléo- et le néocervelet (Larsell, 1937). Il faudra cependant attendre les années 1990 afin qu’une
nouvelle classification voie le jour, prenant cette fois en compte |'organisation anatomique et
microscopique mais aussi fonctionnelle du cervelet. Cette structuration permet de distinguer trois
zones cérébelleuses dans le plan sagittal, médian, intermédiaire et latéral, ou chaque portion

corticale d’une zone est associée a un noyau profond du cervelet et a des fonctions précises.

2.1.1 LE SPINOCERVELET

Du fait de leurs afférences majoritairement spinales, les cervelets médian et intermédiaire

sont regroupés au sein d’'une méme division fonctionnelle : le spinocervelet (Vuillier et al., 2011).

Le cervelet médian correspond au vermis, qui recoit de nombreuses informations
proprioceptives des muscles axiaux ainsi que des membres proximaux (Figure 10 ; Zhang et al., 2016).
Ces afférences sont véhiculées soit par la moelle épiniere via les faisceaux cunéocérébelleux et
spinocérébelleux, soit par la substance réticulée via le faisceau réticulocérébelleux, jusqu’aux cellules
de Purkinje du vermis (Oscarsson, 1965). Ces dernieres envoient alors des efférences en direction du
noyau fastigial, qui les transmet a différentes structures (Zhang et al., 2016). La premiere cible
correspond a des motoneurones des cornes ventrales de la moelle épiniere. Ils regoivent des signaux
transitant (/) par les noyaux vestibulaires médiaux et inférieurs, constituant ainsi la voie
vestibulospinale, ou (ii) par la substance réticulée, formant la voie réticulospinale. Les motoneurones
contrélent ensuite les muscles paravertébraux et les muscles proximaux des membres, permettant
d’influencer le tonus musculaire et d’intervenir dans I’équilibre postural (Vuillier et al., 2011). Ces
muscles sont également sous l'influence du cortex moteur, qui recoit des efférences du noyau
fastigial via le noyau ventral du thalamus. Il participe alors a son tour au maintien de I'équilibre, mais
aussi aux mouvements de la téte via la voie motrice directe (Nieuwenhuys et al., 2008). Enfin, le
noyau fastigial transmet des informations a la formation réticulaire paramédiane, qui agit sur les
noyaux de nerfs craniens impliqués dans les mouvements oculaires. Par cette voie, le cervelet

médian controle ainsi les mouvements rapides des yeux (Zhang et al., 2016).
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Figure 10 ¢ Représentation schématique des boucles anatomo-fonctionnelles du spinocervelet
médian (A) et intermédiaire (B).

Le cervelet intermédiaire est quant a lui composé du paravermis qui regoit, tout comme le
vermis, des données provenant de la périphérie (Figure 10). Ces afférences peuvent emprunter les
faisceaux cunéocérébelleux et spinocérébelleux dorsal, transmettant des informations sur les
membres distaux respectivement supérieurs et inférieurs ainsi que sur le tronc (Oscarsson, 1965). Le
paravermis recoit également d’autres signaux, notamment de la part de la substance réticulée ou
encore du faisceau trigéminocérébelleux, qui véhicule des informations proprioceptives de la face
(Marfurt and Rajchert, 1991). Il intégre ainsi un nombre important d’informations sur I’exécution du
mouvement en cours et transmet des efférences vers les noyaux interposés, puis a la moelle épiniére
aprées un relai au sein de différentes régions. En effet, certaines informations sont adressées au

noyau ventral du thalamus puis au cortex moteur, tandis que d’autres rejoignent la partie
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magnocellulaire du noyau rouge ou paléorubrum (Donkelaar et al., 2014). Aprés ces relais, les
messages sont transmis a la moelle épiniere via les faisceaux corticospinal et rubrospinal (Donkelaar
et al., 2014). Le cervelet intermédiaire contrdle ainsi les voies motrices directe (pyramidale) et
indirecte (extra-pyramidale) afin d’intervenir dans la réalisation de mouvements précis. Le cervelet
est alors capable de comparer le mouvement exécuté a celui planifié pour ajuster en premier lieu
I'activité des muscles agonistes, puis des muscles antagonistes afin de coordonner leur action
pendant le mouvement et de la corriger si besoin (Vuillier et al., 2011). Il permet ainsi d’adapter
divers parametres tels que la vitesse, la durée ou la direction du geste au cours de son exécution.
D’autres efférences sont relayées par la substance réticulée puis par le faisceau réticulospinal, faisant
lui aussi partie de la voie motrice indirecte et permettant au cervelet intermédiaire d’agir sur le tonus

musculaire et la posture (Vuillier et al., 2011).

2.1.2 LE CORTICOCERVELET

Le corticocervelet est formé par le cervelet latéral, correspondant aux hémisphéres
cérébelleux (Figure 11). Il recoit uniguement des afférences corticales mais en provenance de zones
cérébrales variées, en particulier le cortex moteur et le lobe pariétal. Une copie du mouvement
programmé est transmise par la voie corticopontocérébelleuse, via les fibres pontocérébelleuses qui
font relai au niveau des noyaux du pont et terminent leur trajet au sein de I’'hémispheére cérébelleux
controlatéral (Ramnani, 2006). Les cellules de Purkinje intégrent le signal et émettent des efférences
en direction du noyau denté. Aprés une décussation, les informations parviennent au noyau ventral
latéral du thalamus puis au cortex cérébral (Asanuma et al., 1983). Les principales cibles sont I'aire
motrice du prémoteur et I'aire motrice primaire du lobe frontal. Cette boucle fermée constitue la

voie principale d’action du corticocervelet.

Cependant, le cortex cérébral envoie aussi des afférences en direction de I'olive bulbaire de
facon directe, via le faisceau cortico-bulbaire, ou indirecte, via le faisceau tegmental central passant
par le noyau rouge parvocellulaire ou néorubrum. L’olive bulbaire recgoit également des informations
périphériques du faisceau spino-olivaire. Par I'intermédiaire de la voie olivocérébelleuse, les fibres
grimpantes se connectent directement aux noyaux dentés ou en faisant relai par les cellules de
Purkinje des hémispheres cérébelleux. Le noyau profond envoie ensuite des efférences au
néorubrum, fermant ainsi cette seconde boucle appelée triangle de Guillain-Mollaret (Murdoch et
al., 2016). Grace a ces deux voies, le corticocervelet module I’action du cortex moteur afin de réguler
les mouvements volontaires. Son réle est d’améliorer la précision motrice et de planifier des
mouvements complexes de facon a limiter les corrections effectuées par le spinocervelet. Il joue

également un réle dans I'apprentissage moteur (Mehrkanoon et al., 2016).
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Figure 11 ¢ Représentation schématique des boucles anatomo-fonctionnelles du corticocervelet.

2.1.3 LE VESTIBULOCERVELET

Enfin, le vestibulocervelet est constitué uniqguement du lobe flocculo-nodulaire (Figure 12). Il

recoit tout d’abord des informations du labyrinthe principalement sur la position de la téte. Ces

afférences peuvent provenir directement du nerf vestibulaire ipsilatéral et représentent les seules

fibres moussues primaires a atteindre le cervelet. D’autres informations transitent par les noyaux

vestibulaires et correspondent a des fibres moussues secondaires, de nature cholinergique. Enfin,

des afférences vestibulaires tertiaires passent par I'olive inférieure par I'intermédiaire des fibres

grimpantes (Vuillier et al., 2011). Toutes ces informations, portant notamment sur la position de la

téte, atteignent le nodule du cervelet.
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Le vestibulocervelet recoit également des informations visuelles provenant de différentes
sources. En effet, certaines partent de I'aire prétectale du mésencéphale et du cortex visuel et font
relai au niveau des noyaux réticulaires et pontiques avant d’accéder au flocule cérébelleux, alors que
d’autres afférences, originaires de la rétine, transitent par I'olive inférieure et les fibres grimpantes

(Wylie et al., 2018).

Labyrinthe Informations visuelles (rétine, cortex visuel, aire prétectale)]
Noyaux Olive Olive Noyaux Aire
vestibulaires inférieure inférieure pontiques prétectale
lj:]odu]é} Lobe flocculo-nodulaire l:flgc:ﬂé)

l
===

Noyaux
vestibulaires

— T

Moelle épiniere Moelle épiniére
Muscles extenseurs Muscles
du rachis cervicaux
Tonus musculaire, équilibre postural Réflexe vestibulo-oculaire

Figure 12 ¢ Représentation schématique des boucles anatomo-fonctionnelles du vestibulocervelet.

Cependant, si le spino- et le corticocervelet impliquent un relai par les noyaux profonds du
cervelet, les cellules de Purkinje du lobe flocculo-nodulaire peuvent, quant a elles, contourner le
noyau fastigial pour atteindre directement les noyaux vestibulaires, ol deux tractus prennent
naissance. On retrouve tout d’abord la voie vestibulospinale latérale impliquant les efférences
originaires du nodule ayant pour cibles les motoneurones de la moelle épiniére innervant les muscles
extenseurs du rachis. Cette voie influe ainsi sur le tonus musculaire et I’équilibre postural. Quant au
tractus vestibulospinal médial, il relaie les informations flocculaires vers les noyaux des nerfs

oculomoteurs et accessoires, ainsi que les muscles cervicaux. De ce fait, il joue un réle dans le réflexe
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vestibulo-oculaire qui permet la stabilisation du regard lors des mouvements rapides de la téte

(Nieuwenhuys et al., 2008).

2.2 LES FONCTIONS NON MOTRICES

2.2.1 MISE EN EVIDENCE DES FONCTIONS NON MOTRICES

Si le r6le moteur que joue le cervelet est établi depuis de nombreuses années, il apparait que
son implication dans des pathologies comme les troubles cognitifs a longtemps été masquée par les
symptomes moteurs séveres. En effet, 'anatomie méme du cervelet, comprenant des connexions
avec le cortex préfrontal ou le lobe pariétal impliqués dans des fonctions exécutives ou
visuospatiales, suggere une participation non négligeable a de nombreuses fonctions non motrices.
De plus, il est démontré que le développement important du cervelet au fil de I’évolution,
notamment des hémispheres et du noyau denté, correle avec celui du cortex frontal et de
I"amplification des fonctions cognitives chez les différentes espéces concernées. De méme, Allin et al.
ont mis en évidence en 2001 un lien entre la taille du cervelet et les performances cognitives chez
des adolescents nés prématurément, renforcant I’hypothése d’une participation du cervelet aux
processus cognitifs.

Enfin, a I'appui de ces données anatomiques, des arguments neuropsychologiques et
pathologiques ont confirmé les roles non moteurs du cervelet. Ainsi, Schmahmann et Sherman ont
décrit en 1998 le « syndrome cérébelleux cognitif affectif » sur la base de patients souffrant de
lésions cérébelleuses, caractérisé par des troubles exécutifs, visuospatiaux, émotionnels, mais aussi
des déficits de mémoire ou de langage. Les différents travaux de recherche qui ont suivi ont permis

de conforter la théorie d’une implication cérébelleuse dans de nombreuses fonctions non motrices.

2.2.2 CERVELET & FONCTIONS EXECUTIVES

Les fonctions exécutives sont caractérisées par un ensemble de taches cognitives organisées
de facon a atteindre un objectif, en s’ajustant en permanence. Elles nécessitent donc de gérer les
différentes afférences afin de moduler le comportement et les actions de I'individu et permettent
d’exécuter diverses taches nécessitant une attention particuliere, un contréle visuospatial ou encore
une planification (Logan, 1985). Quatre processus interviennent dans ces fonctions exécutives : le
choix d’une stratégie pour réaliser la tache, son élaboration, son exécution et enfin son contréle
voire son inhibition afin de s’adapter aux changements de I'environnement. Le cervelet étant
largement connecté au cortex préfrontal, région primordiale pour le contrdle exécutif, il pourrait
ainsi jouer un role dans ces processus. Malgré tout, ce réle reste controversé et variable en fonction

des différentes études menées. En effet, si des travaux ont démontré des désordres exécutifs tels
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que des troubles de la pensée abstraite, de la résolution de probléemes ou encore de la mémoire de
travail verbale chez des patients avec des lésions cérébelleuses (Mak et al., 2016), d’autres
recherches ont mis en évidence que des troubles apparus rapidement aprés les lésions sont

compensés a long terme (Schmahmann and Sherman, 1998; Neau et al., 2000).

2.2.3 CERVELET & FONCTIONS SPATIOTEMPORELLES

Les fonctions spatiales requiérent a la fois un traitement des informations sensorielles et
environnementales, et des taches motrices visant a explorer ce méme environnement. Du fait de son
role dans diverses fonctions sensorimotrices telles que le réflexe vestibulo-oculaire et de ses
connexions avec les cortex frontal et pariétal, I'implication du cervelet dans le traitement spatial de
I’environnement a été suggérée.

A I'appui de cette hypothese, différentes études menées sur des patients ont montré que des
|ésions cérébelleuses peuvent étre a I'origine d’une altération des capacités visuospatiales, suggérant
une implication cérébelleuse dans les manipulations et rotations mentales d’objets dans un espace
bi- ou tri-dimensionnel (Vingerhoets et al., 2002; Molinari et al., 2004). Ces troubles seraient
principalement dus a des difficultés de manipulation mentale des objets dans I’espace et sont
différents selon la localisation de la lésion, suggérant une possible latéralisation des fonctions
spatiotemporelles. Dans I’étude menée par Molinari et al. (2004), les patients présentant des lésions
du cervelet gauche ne complétent pas le test de rotation mentale d’objets mais font peu d’erreurs,
tandis que les patients ayant des lésions du cervelet droit finissent le test avec un nombre d’erreurs
important. Enfin, il a été démontré que I'apprentissage spatial est altéré a la suite de lésions
cérébelleuses. En effet, dans le test de la piscine de Morris, qui permet d’évaluer différentes
aptitudes spatiales, des rats hémicérébellectomisés sont incapables d’explorer le nouvel

environnement ou d’acquérir des stratégies spatiales pour effectuer la tache (Petrosini, 1998).

Par ailleurs, il a été démontré que des fonctions telles que la perception temporelle
d’événements, participant notamment a I'apprentissage de la musique, sont affectées a la suite de
|ésions cérébelleuses concernant en particulier les lobes supérieurs, ou encore chez des patients
présentant une atrophie cérébelleuse (Nichelli, 1996; Harrington et al., 2003; Peretz and Zatorre,
2005). De plus, plusieurs études révélent que des patients atteints de pathologies cérébelleuses
présentent des déficits dans I'apprentissage procédural et le traitement de stimulations séquencées
(Restuccia et al., 2006; Molinari and Leggio, 2007).

Le cervelet apparait donc comme un systeme interne d’évaluation temporelle, jouant un réle
dans le traitement d’événements organisés dans le temps (Lagarde et al.,, 2009) et dans

I'interprétation des relations spatiotemporelles entre plusieurs stimuli.
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2.2.4 CERVELET & LANGAGE
Les différentes études menées montrent que le cervelet est impliqué dans une grande
diversité de troubles du langage. En effet, alors qu’il a longtemps été suggéré que cette structure
joue un réle uniquement dans le versant moteur de I"élocution, il semblerait qu’elle participe

également a la planification du discours au stade pré-articulatoire.

Il a ainsi été démontré que le cervelet intervient dans |'organisation et la perception
temporelle du discours, I'anticipation du débit de parole, et la création d’une représentation
prédictive de I’énoncé (Silveri, 1998; Ackermann et al.,, 2007). Ainsi, dans le cas de lésions
cérébelleuses, on retrouve notamment un agrammatisme, une latence dans la production du
discours ou encore une aphasie (Silveri et al., 1994; Marien et al., 2000). De plus, Guell et al. (2015)
ont mis en évidence que le syndrome cérébelleux cognitif affectif entraine des altérations des
compétences linguistiques d’ordre supérieur telles que la production ou la reconnaissance de
phrases dans un contexte littéraire précis. Enfin, le cervelet semble aussi jouer un role dans la
prosodie, influencant la mélodie et I'intonation lors d’'une expression orale. En effet, une étude
indique qu’une prosodie émotionnelle entraine I'activation du cervelet supérieur alors que des
altérations cérébelleuses provoquent une dysprosodie chez les patients (Pichon and Kell, 2013).
L'intervention du cervelet dans I'’ensemble de ces composantes non-motrices du langage est liée a
ses connexions avec des zones cérébrales telles que le gyrus frontal inférieur gauche ou encore I'aire
temporale gauche, correspondant respectivement aux aires de Broca et Wernicke (Booth et al.,

2007).

2.2.5 CERVELET, MEMOIRE & APPRENTISSAGE
Bien que souvent masqués par des déficits attentionnels ou exécutifs, les troubles mnésiques
sont notoires lors de pathologies cérébelleuses. A titre d’exemple, il est maintenant connu que les
défauts de langage décrits ci-dessus (cf. Chapitre 1.2.2.4) sont généralement associés a une altération
de la mémoire verbale, indiquant que le cervelet joue un réle dans I’encodage et le renforcement de

cette mémoire a court terme (Silveri, 1998; Ravizza et al., 2006).

Des lésions cérébelleuses entrainent également des déficits de la mémoire de travail et de Ia
mémoire procédurale (Gottwald, 2004; Torriero et al., 2007). Cette derniére implique une
participation du cervelet dans les mécanismes d’apprentissage (moteur ou non) et de
conditionnement, mise en évidence dans le test classique de la fermeture de paupiere (Lavond,
2002). De plus, le vermis a été identifié comme I’acteur principal du conditionnement a la peur, en

favorisant toutes les étapes de la mémoire liée a cette émotion (Sacchetti et al., 2002; Sacchetti et



¢ Chapitre | : Le cervelet ¢

al.,, 2007; Utz et al., 2015). Il constitue en effet un site de plasticité notable pour I'apprentissage
conditionné de la peur, lors duquel une potentialisation a long terme de synapses a la fois inhibitrices
et excitatrices a lieu entre les fibres paralléles et les cellules de Purkinje (Sacchetti et al., 2004; Scelfo
et al., 2008), ou encore entre les cellules de Golgi et les fibres moussues en provenance de

I’hippocampe (Ruediger et al., 2011).

2.2.6 CERVELET & EMOTIONS

Le cervelet apparait également comme une région importante pour la perception, la
reconnaissance et le traitement des émotions. Ainsi, dans le cas du syndrome cérébelleux cognitif
affectif, les patients présentent une désinhibition avec une impulsivité, agressivité ou irritabilité, ou a
I'inverse une apathie, témoignant d’une réponse inappropriée du comportement face a
I’environnement a la fois interne et externe, et de troubles de I’adaptation sociale (Schmahmann and
Sherman, 1998; Schmahmann, 2004). Cette propriété émotionnelle est favorisée par des liens étroits
entre le cervelet et les régions limbiques telles que I'amygdale ou encore I’'hippocampe. Ainsi le lobe
cérébelleux postérieur est impliqué dans la perception des émotions primaires, a savoir la joie, la
tristesse, la surprise, la colére ainsi que la peur et le dégo(t, qui partagent des réseaux neuronaux
communs dans le lobule IX (Baumann and Mattingley, 2012). De plus, il a été montré que, si le
cervelet est capable de percevoir les émotions positives, il participe plus particulierement au
traitement des émotions négatives (Park et al., 2010; Lupo et al., 2015). En effet, il a été démontré
gu’une ischémie affectant le cervelet ou une ataxie spinocérébelleuse peuvent entrainer une
diminution de la reconnaissance des expressions faciales négatives chez le patient (Sokolovsky et al.,

2010; Adamaszek et al., 2014).

De plus, plusieurs études ont mis en évidence une activation cérébelleuse lors de différents
processus de sociabilisation tels que I'attention conjointe ou encore I'observation et I'imitation des
émotions faciales (Gordon et al., 2013; Van Overwalle et al., 2014). Ces données indiquent donc que
le cervelet intervient dans la reconnaissance des émotions et les fonctions cognitives sociales, mais
gu’il permet également de coordonner des réponses comportementales appropriées. Ainsi, des
déficits structuraux tels qu’une atrophie cérébelleuse ou une diminution du nombre de cellules de
Purkinje (Bailey, 1998; Webb et al., 2009), et fonctionnels comme une suractivation du cervelet
antérieur et postérieur lors de taches motrices (Allen et al., 2004), sont observés chez des patients

atteints de troubles du spectre autistique.
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2.2.7 CERVELET & DOULEUR

Au vu de son activation lors d’événements douloureux, il est admis que le cervelet constitue
une structure essentielle dans le traitement de la douleur (Moulton et al., 2010). Différentes études
électrophysiologiques ont permis de démontrer que la stimulation de nocicepteurs active les cellules
de Purkinje du cortex cérébelleux (Ekerot et al., 1991; Jie and Pei-Xi, 1992). Trois voies nociceptives
spinocérébelleuses comprenant des afférences transmises par les fibres de type A-delta ou C ont été
mises en évidence : la voie spino-bulbo-cérébelleuse, qui transite par le noyau réticulé latéral et des
fibres moussues en direction du cortex cérébelleux ; la voie spino-olivo-cérébelleuse, qui converge en
particulier vers le lobe antérieur ipsilatéral ; et enfin la voie spino-ponto-cérébelleuse en direction du
vermis. Par ailleurs, I'imagerie du cervelet par résonnance magnétique fonctionnelle a montré que
les régions postérieures du cervelet sont activées lors de la phase d’anticipation de la douleur. Ce
processus ferait appel a des mécanismes d’optimisation temporelle des adaptations sensorimotrices

en réponse aux stimuli douloureux (Ploghaus, 1999).

2.2.8 TOPOGRAPHIE DES FONCTIONS COGNITIVES CEREBELLEUSES

Les données de la littérature indiquent que le cervelet est impliqué dans une multitude de
fonctions cognitives dont certaines sont régies par des zones cérébelleuses précises. La théorie d’une
topographie des fonctions non-motrices au sein du cervelet a donc été développée (Adamaszek et
al., 2017; Schmahmann, 2019). Ainsi les lobules | a V du cervelet antérieur, les noyaux interposés, et
le lobule VIII dans une moindre mesure, sont considérés comme jouant un réle majeur dans les
fonctions sensorimotrices. A l'inverse, le cervelet postérieur et le noyau denté, connectés a des
structures spinales, pontiques et cérébrales non-motrices, ciblent les fonctions cognitives telles que
les fonctions exécutives ou le langage. Enfin, le vermis et le noyau fastigial sont reliés a des régions
limbiques et participent aux comportements sociaux, émotionnels et affectifs (Schmahmann, 2004;
Stoodley and Schmahmann, 2010). Au sein de ce cervelet dit émotionnel, on retrouve également une
cartographie spécifique. Ainsi, le cervelet limbique médial est composé du vermis et du paravermis
postérieurs, et intervient dans le traitement des émotions primaires avec des aires dédiées a chacune
d’entre elles. Le cervelet exécutif est représenté par les hémisphéres cérébelleux et contribue a la
mémoire de travail, aux processus d’attention ou encore a I'apprentissage associatif. Enfin, le vermis
antérieur est dédié au traitement de la douleur (Adamaszek et al., 2014). De plus, les déficits
observés chez les patients atteints de pathologies cérébelleuses ont permis de mettre en évidence
une latéralisation des fonctions cognitives. En effet, les troubles sont majorés en cas d’atteinte du
cervelet droit lié au langage, alors que le cervelet gauche est, quant a lui, impliqué dans des taches

non verbales comme les activités visuospatiales.
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Cependant, les données bibliographiques rapportent qu’une atteinte cérébelleuse provoque
dans la majorité des cas une altération et non une élimination des performances cognitives,
suggérant que le cervelet aurait un réle de modulateur de ces fonctions. Cette hypothese est
appuyée par les symptémes psychotiques observés a la suite de lésions cérébelleuses, et qui
proviendraient d’une perte de cohérence entre les signaux extérieurs et la fagon dont ils sont pergus
(Schmahmann, 2004). Comme pour les fonctions motrices, le cervelet détecterait les signaux
extérieurs et simulerait des prédictions spatiotemporelles d’événements afin de créer des modeéles
internes et adapter le comportement. En cas d’atteinte cérébelleuse, |'altération de ces modéles
pourrait expliquer les différents symptomes observés dans des pathologies ou la perception du
monde extérieur et des émotions est modifiée, telles que la schizophrénie ou I'autisme (Gottwald,

2004; D’Angelo and Casali, 2013).

Bien que les effectifs des cohortes étudiées soient souvent faibles et que la part des troubles
moteurs n’est pas a négliger dans la plupart des déficits comportementaux, ce chapitre démontre
gu’une altération du cervelet entraine des défauts a la fois moteurs appelés dysmétrie et cognitifs
appelés dysmétrie de pensée (Gottwald, 2004; Schmahmann, 2004). Le cervelet serait donc un

neuromodulateur de ces deux fonctions en jouant un réle a la fois prédictif et adaptatif.
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3. DEVELOPPEMENT DU CERVELET

Le cervelet des animaux sachant marcher des la mise bas est d’ores et déja mature a la
naissance. A l'inverse, il poursuit son développement au cours de la vie post-natale chez les autres
especes, pour atteindre sa maturité a 21 jours chez la Souris et a I'adolescence chez 'Homme.
Malgré tout, I'ontogenése du cervelet suit des étapes similaires chez tous les vertébrés. De ce fait,

seul 'Homme sera traité dans la suite de ce chapitre.

3.1 ONTOGENESE GENERALE

Lors de la phase embryonnaire, un renflement ectodermique appelé plaque neurale se crée et
s’invagine pour donner naissance au tube neural entre la 3%™ et la 4°™ semaine de gestation (SG)
(Spemann and Mangold, 2003). A son extrémité antérieure, trois vésicules apparaissent et forment,
d’avant en arriére, le prosencéphale, le mésencéphale et le rhombencéphale (Figure 13). Au niveau
de ce dernier, la courbure pontique se dessine et creuse celui-ci, générant une cavité qui deviendra le
IVé™ ventricule au cours de la 5°™ SG. Cette courbure permet également la division du
rhombencéphale en deux vésicules secondaires : le métencéphale en avant, qui préfigure le cervelet

et le pont, et le myélencéphale en arriére qui donnera le bulbe rachidien (Figure 13 ; Grow, 2018).

Rhombencéphale

Mésencéphale

Prosencéphale

B

Myélencéphale

Courbure pontique

Métencéphale

Mésencéphale

Diencéphale

Télencéphale

Figure 13 # Représentation schématique des vésicules cérébrales primitives (A) et secondaires (B)
au stade embryonnaire.
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L'individualisation du cervelet est ensuite déterminée par I'organisateur isthmique localisé
entre le mésencéphale et le métencéphale (Nakamura et al., 2005). En effet, cette structure organise
le développement de deux zones germinatives en régulant la prolifération cellulaire autour du IVé™®
ventricule. La molécule la plus importante au sein de 'organisateur isthmique est le facteur de
croissance fibroblast growth factor 8 (Fgf8), qui posséde des propriétés organisatrices car il peut a lui
seul mimer |’activité polarisante de I'isthme et dont I'inactivation du géne chez la Souris empéche le
développement du cervelet (Crossley et al., 1996; Martinez et al., 1999; Chi et al., 2003). D’autres
facteurs participent également a I'activité de I'isthme, notamment le géne de segmentation WNT1,
les génes homéotiques HOX ou encore des genes de la famille des protéines a homéodomaines
paired box (PAX) (McMahon et al., 1992; Okafuji et al., 1999; Irving and Mason, 2000). La premiére
zone germinative est la zone ventriculaire (ZV) qui, sous l'influence du facteur de transcription
pancreas associated transcription factor 1 alpha (Ptfla), produit les neurones GABAergiques du
cervelet, incluant les cellules de Purkinje, les interneurones des noyaux profonds mais aussi les

cellules de Golgi et les interneurones de la CM (Figure 14 ; Hoshino et al., 2005; Pascual et al., 2007).

Cellulesen grain
Neuronesde
I'olive inférieure

<

Organisateur
isthmique

— Levre rhombique

¢ Zone ventriculaire
Ptfla

Cellules de Purkinje

Figure 14 ¢ Représentation schématique des zones germinatives. Grace a |'expression de deux
facteurs de transcription différents, a savoir Ptfla et Atohl, les lévres rhombiques et la zone
ventriculaire donnent respectivement naissance aux neurones glutamatergiques et GABAergiques.
Atohl : atonal homolog 1; GABA : acide gamma-aminobutyrique ; Ptfla: pancreas associated
transcription factor 1 alpha.
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La seconde correspond aux lévres rhombiques (LR), qui se sont développées lors de la
courbure pontique jusqu’a recouvrir le V™ ventricule. Celles-ci sont a |'origine des neurones
cérébelleux glutamatergiques via I'expression de I'atonal homolog 1 (Atoh1 ; Ben-Arie et al., 1997).
Ainsi, la région supérieure des LR donne naissance aux précurseurs des cellules en grain, des cellules
unipolaires en brosse et des neurones des noyaux profonds cérébelleux, tandis que la partie

inférieure génere les noyaux du pont et de l'olive inférieure (Figure 14 ; Volpe, 2009).

Dans le cervelet, la différenciation neuronale commence dés la 6™ SG, par I'émergence des
précurseurs neuronaux GABAergiques et glutamatergiques des futurs noyaux profonds. Au cours de
la 128 SG, les LR se rapprochent et fusionnent pour former une plaque centrale qui préfigure le
vermis tandis que des renflements latéraux seront a I'origine des hémispheres cérébelleux. Si la
fissure postéro-latérale apparait rapidement, la fissure primaire ne divisera les lobes antérieur et
postérieur du cervelet que lors de la 14%™ SG (Liu et al., 2011). Enfin, la segmentation en différents
lobules s’effectue pendant la 16™ SG, contribuant a 'augmentation de la surface du cervelet. Ainsi,
entre la 24°™¢ SG et la naissance, il est estimé que la foliation s’accrofit d’un facteur 30, passant d’une
surface de 40 mm? a plus de 15 000 mm? chez ’'Homme et que le volume cérébelleux est multiplié
par 4 (Figure 15 ; Volpe, 2009). Ce taux de croissance inédit au sein du SNC s’explique notamment
par I'élaboration du cortex cérébelleux et des différentes couches qui le composent. Ces derniéres
vont progressivement se mettre en place pendant la vie fcetale, et sont au nombre de quatre : la
couche granulaire externe (CGE), la CP, la CM et la couche granulaire interne (CGI). Le
développement du cervelet se poursuit apres la naissance, jusqu’a ce qu’il soit totalement mature et

composé de 3 couches corticales définitives, la CP, la CM et la CG décrites dans le Chapitre I.

- 4 6

13SG 165G 20SG 24 SG 30SG 40SG

Figure 15 ¢ Représentation de la croissance du cervelet de la 13°™ semaine de gestation a la
naissance chez I’Homme. (D’aprés Volpe, 2009 ; Biran et al., 2012).
SG : semaine de gestation.
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3.2 DEVELOPPEMENT DES CELLULES DE PURKINJE

Les précurseurs des cellules de Purkinje sont les premiers neurones qui se forment au sein du
cortex cérébelleux vers la 9™ SG. Provenant de la ZV supérieure, ils migrent a travers la substance
blanche de fagon ventro-dorsale le long de la glie radiaire pour parvenir jusqu’a leur localisation
finale. La migration des précurseurs des cellules de Purkinje est médiée par une protéine de la
matrice extracellulaire, la réeline, qui est produite par les précurseurs des cellules en grain au sein de
la CGE. En effet, il a été montré qu’un knock out du géne codant cette protéine induit un défaut de
mise en place des cellules de Purkinje (Yuasa et al., 1993), qui peut étre compensé par I'ajout d’une
CGE artificielle dans des explants de cervelet de souris mutantes (Miyata et al., 1997). A ce stade, les
précurseurs des cellules de Purkinje forment une assise cellulaire transitoirement pluristratifiée. Elle
devient par la suite monostratifiée pour correspondre a la CP a la fin de la 28°™ SG. La différenciation
de ces neurones débute alors par I’élaboration d’un arbre dendritique large, qui se recouvre d’épines
dendritiques et dont le développement dans la CM se poursuit pendant la période post-natale,
augmentant progressivement I'épaisseur de cette couche. Cette dendritogenése est favorisée par
des facteurs trophiques provenant des cellules en grain, démontrant le réle primordial des
interactions entre ces deux types cellulaires dans la mise en place du cortex cérébelleux. A titre
d’exemple, les précurseurs des neurones en grain sécretent du brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), qui agit via son récepteur tropomyosin receptor kinase B (TrkB) localisé sur les cellules de
Purkinje. Or, une diminution de ce facteur de croissance altere I'arborisation dendritique des cellules
de Purkinje (Sadakata et al., 2007). Le récepteur nucléaire retinoic-acid-receptor-related orphan
receptor alpha (RORa), fortement exprimé par les cellules de Purkinje, semble également primordial
car sa mutation chez la Souris entraine une dégénérescence des cellules de Purkinje, a I’origine d’une

importante atrophie du cervelet et d’une ataxie cérébelleuse (Hamilton et al., 1996).

Parallélement, vers la 28°™ SG, les précurseurs des cellules de Purkinje établissent de
multiples connexions avec des fibres grimpantes au niveau de leur soma. Ces contacts synaptiques
forment tout d’abord des nids péri-somatiques. Ils se déplacent ensuite vers le pole apical puis sur
I’arborisation dendritique en cours de développement (Watanabe and Kano, 2011). Cette
translocation, associée au phénomene d’élimination des synapses excédentaires, conduit a une
mono-innervation des cellules de Purkinje par les fibres grimpantes. Ce mécanisme implique les
récepteurs AMPA, qui, fortement stimulés, entrainent une LTP au niveau des synapses les plus
actives, tandis que les moins fonctionnelles sont éliminées (Bosman et al., 2008). Par ailleurs, la

libération du soma des cellules de Purkinje autorise alors les cellules en corbeille a se connecter.
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3.3 DEVELOPPEMENT DES CELLULES EN GRAIN

Les précurseurs des cellules en grain apparaissent dans la LR supérieure a partir de la 9™ SG
et migrent tangentiellement a la surface du cervelet pour former la CGE. Cette migration,
indépendante de la glie de Bergmann, est influencée par des chimiokines attractives comme le

stromal cell-derived factor 1 alpha (SDF-1a) produit par les cellules piales (Rahimi-Balaei et al., 2015).

La prolifération des précurseurs des neurones en grain est alors induite par des molécules,
telles des facteurs de croissance dont le basic fibroblast growth factor et I'epidermal growth factor
(egf), ainsi que par la protéine Sonic hedgehog (Shh ; Figure 16). En effet, il a été démontré que Shh
est secrétée par les cellules de Purkinje et permet I'activation de protéines du cycle cellulaire
(Wallace, 1999). Par ailleurs, cette prolifération est également favorisée par la liaison établie entre
Shh et les laminines. En effet, le complexe Shh-laminine facilite I'adhésion des précurseurs sur la
membrane méningée via I'intégrine Bl et augmente |'accessibilité des cellules en grain au signal
prolifératif de Shh (Blaess et al., 2004). Apres leur derniere division mitotique, les cellules en grain
entrent dans une phase de latence pouvant durer de 20 a 48 heures (Marzban et al., 2015). Elles
émettent ensuite deux expansions axonales horizontales et migrent de facon tangentielle dans la
direction du prolongement le plus large (Figure 16 ; Komuro et al., 2001). Ce mécanisme est stimulé
par diverses molécules extracellulaires telles que la somatostatine qui module I'expression de canaux
calciques et potassiques voltage-dépendants (Yacubova and Komuro, 2002). Cependant, au fur et a
mesure du mouvement, les extensions s’étendent et la vitesse de déplacement des cellules diminue.
Un troisieme prolongement présentant un cone de croissance voit alors le jour et s’enfonce en
profondeur vers la CM (Figure 16 ; Komuro et al., 2001). La CGE peut alors étre segmentée en deux
régions, une zone externe de prolifération et une partie plus interne que rejoignent les cellules avant

de débuter leur migration radiale.

En effet, dans la CM, I'extension neuronale s’enroule autour des fibres gliales de Bergmann
(Figure 16). L’apparition du céne de croissance permet ainsi de passer d’une migration tangentielle a
une migration radiale. Le soma des précurseurs peut alors s’étirer et se déplacer par des
mouvements de translocation. Ce déplacement est favorisé par un gradient de BDNF qui oriente les
neurones vers la CGl (Borghesani et al., 2002) ou encore par la D-sérine qui, libérée par les cellules de
Bergmann, posséde un réle de co-agoniste des récepteurs NMDA (Schell et al., 1997). Les futures
cellules en grain traversent ainsi la CM jusqu’a la CP, ou leur migration s’arréte transitoirement du
fait de leur séparation de la glie (Figure 16 ; Komuro et al., 2001). Les cellules en grain matures

retrouvent alors leur forme ronde caractéristique et terminent leur déplacement dans la CGI au
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contact de la substance blanche (Figure 16). De cette maniére, les précurseurs les plus précoces sont
les plus externes tandis que les cellules en grain générées plus tardivement doivent traverser toute la
CGl et sont plus internes.

Ces phases de prolifération et migration des précurseurs des cellules en grain perdurent
pendant toute la période feetale. Au cours de la 25°™ SG, la CGE atteint ainsi un pic d’épaisseur
gu’elle maintient tout en s’étendant horizontalement, permettant I'accroissement de la surface
cérébelleuse (Volpe, 2009). Parallélement, la différenciation des cellules en grain se poursuit dans la
CGI par I'’émission de dendrites qui se connectent aux fibres moussues déja présentes dans le
cervelet depuis la 16™ SG (Donkelaar et al., 2014), et I’allongement des prolongements horizontaux

vers la CM forme les fibres paralléles.
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Figure 16 ¢ Représentation schématique de la maturation des cellules en grain. Au sein de la

couche granulaire externe, la prolifération des précurseurs des cellules en grain est stimulée par
différents facteurs (1). Puis, ces précurseurs migrent tangentiellement jusqu’a la couche moléculaire
(2) o, grace a la glie de Bergmann, ils effectuent une migration radiale (3). Arrivée dans la couche
des cellules de Purkinje, les précurseurs se séparent des cellules gliales (4) et terminent leur
migration dans la couche granulaire interne jusqu’a la frontiére avec la substance blanche (5). BDNF :
brain-derived neurotrophic factor ; CGE : couche granulaire externe ; CGl : couche granulaire interne ;
CM : couche moléculaire; CP: couche des cellules de Purkinje; Epidermal growth factor; Fgf:
fibroblast growth factor ; Shh : Sonic hedgehog ; SST : somatostatine.
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A la naissance, la croissance du cervelet devient moins intense et son cortex est composé des
mémes quatre couches embryonnaires, a savoir la CGE, la CM, la CP et la CGI. Les cellules en grain
subissent des phases d’apoptose afin d’éliminer les cellules non fonctionnelles de la CGI et les
neurones surnuméraires de la CGE. Cette mort cellulaire est notamment médiée par |'activation du
récepteur Fas par son ligand secrété par les cellules de Purkinje, déclenchant ainsi la voie extrinseque
de I'apoptose (Allais et al., 2010). Par la suite, la CGE disparait progressivement, sur une période
pouvant s’étendre jusqu’a plusieurs mois mais on peut, un an aprés la naissance, toujours distinguer
une fine CGE dans le cervelet humain. Pendant ce temps, et grace a la migration radiale, la CGlI

s’agrandit pour former la CG et aboutir a la formation du cervelet mature et fonctionnel.

3.4 DEVELOPPEMENT DES INTERNEURONES

Les interneurones inhibiteurs du cervelet émergent de la ZV et migrent au sein de Ia
substance blanche ou ils effectuent plusieurs divisions mitotiques. Les premiers a migrer, durant la
vie embryonnaire, sont les interneurones des noyaux profonds, suivis par les interneurones de la CG
(cellules de Golgi et de Lugaro) et enfin ceux de la CM (cellules en panier et étoilées). Les
mécanismes liés a leur développement sont moins connus que pour les autres neurones du cervelet.
Cependant, il est établi que les précurseurs des interneurones expriment séquentiellement les
facteurs de transcription Ptfla et PAX2 au cours de leur développement (Leto et al., 2016). De plus,
les cellules de Purkinje jouent un réle primordial, d’'une part, dans leur prolifération via la libération
de Shh (De Luca et al., 2015) et, d’autre part, dans leur différenciation. En effet, elles sécretent de la
neurofascine et de la sémaphorine qui guident les prolongements axonaux des interneurones,
notamment dans la CM, afin de faciliter la formation des synapses avec eux (Ango et al., 2004; Cioni
et al.,, 2013). Enfin, il semble que les cellules en grain interviennent dans la dendritogenése des

interneurones cérébelleux grace a la production de BDNF (Mertz et al., 2000).
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CHAPITRE Il : L’'HYPOXIE

1. DEFINITION & GENERALITES

L’hypoxie est définie comme une inadéquation entre les apports et la demande en dioxygene
(O2) au sein d’un groupe de cellules, d’un tissu entier ou de tout I'organisme. Les origines de
I’hypoxie sont multiples et permettent d’en distinguer quatre grands types. |l existe ainsi (i) I’hypoxie
anémique, lors d’une altération du transport d’O; par le sang, due par exemple a une diminution de
la quantité d’érythrocytes ou d’hémoglobine; (ii) 'hypoxie circulatoire, dans laquelle les tissus
affectés ne regoivent pas suffisamment de sang oxygéné a cause d’un probleme cardiaque ou d’une
ischémie ; (iii) I’hypoxie histotoxique, lorsque I’O, délivré par le sang ne peut pas étre utilisé par les
cellules a cause d’un déficit enzymatique ; et (iv) ’hypoxie hypoxique, provoquée par des problémes
ventilatoires, d’apnée ou une montée en altitude, et qui affecte de ce fait la pression partielle (Pa) en

0.

L'hypoxie peut également étre qualifiée d’aigué pour une durée allant de quelques secondes
a minutes, ou de chronique si elle persiste de plusieurs heures a plusieurs jours. De plus, lorsque le
niveau d’0O; est diminué et constant, on parle d’hypoxie continue (HC; Figure 17), alors que si les
épisodes hypoxiques sont séparés de périodes de réoxygénation, I'hypoxie est définie comme
intermittente (HI ; Figure 17). Cette classification est essentielle dans la mise en place de traitements
post-hypoxiques car, selon son origine et sa fréquence, une carence en O, peut induire des stratégies
de défense différentes de la part de I'organisme et/ou provoquer des altérations cellulaires

spécifiques.

A Hypoxie continue B Hypoxie intermittente

251 251
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JU UL

Concentration en dioxygéne (%)
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T T T T | T |
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Figure 17 ¢ Représentation schématique d’une hypoxie continue (A) et d’une hypoxie
intermittente (B).
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2. LES REPONSES CELLULAIRES A L’HYPOXIE

2.1 LES REPONSES SYSTEMIQUES

Les différentes réponses systémiques résultent de la détection de la diminution du niveau
d’O; par différents systemes chémosensoriels. A terme, elles ont pour but de moduler la fréquence
ventilatoire et la circulation sanguine par I'intermédiaire du systeme sympathique pour permettre un
apport optimal en O, aux tissus qui en sont privés. Ces réactions cardiorespiratoires sont provoquées
directement grace aux cellules musculaires lisses vasculaires ou indirectement via des

chémorécepteurs.

Ainsi il a été démontré que I'hypoxie est capable de moduler I’activité des canaux potassiques
des myocytes lisses. Cette action peut entrainer soit une vasoconstriction au niveau pulmonaire, soit
une vasodilatation dans les autres vaisseaux (Yuan et al., 1990). Le phénomeéne vasoconstricteur
semble lié¢ a une modification de la production des espéces réactives de I'oxygene (ROS) par les
mitochondries en situation de stress hypoxique (Archer et al., 2000). En effet, certains canaux
potassiques sont sensibles au potentiel oxydoréducteur environnemental du fait de leur composition
riche en cystéines, les faisant s’ouvrir ou se fermer selon leur état respectivement oxydé ou réduit
(Figure 18). La perturbation du potentiel membranaire et la dépolarisation qui en résulte stimulent
les canaux calciques voltage-dépendants, aboutissant a une augmentation de la concentration du
calcium cytosolique. Ce dernier, en se fixant sur la calmoduline, active alors les kinases des chaines
légeres de myosine. La myosine phosphorylée peut ainsi se lier a I’actine, changer de conformation,
et induire la contraction de la fibre musculaire (Figure 18). Cette vasoconstriction rapide au sein des
arteres pulmonaires en hypoxie permet de répartir le sang dans les alvéoles les mieux ventilées
(Dunham-Snary et al., 2017). A I'inverse, la vasodilatation hypoxique, particulierement présente dans
les vaisseaux coronaires et cérébraux, serait liée a la diminution de la production d’adénosine
triphosphoate (ATP) induite par le manque d’0,, entrainant I'ouverture des canaux potassiques ATP-
dépendants. Ce mécanisme, bien que décrit chez le Porc (Dart and Standen, 1995), reste aujourd’hui
discuté car il n’a pas été retrouvé chez d’autres espéces comme le Hamster (Jackson, 2000). En
revanche, il a été démontré que le monoxyde d’azote (NO) produit par les cellules endothéliales ou
libéré par I’"hémoglobine désoxygénée participe a la vasodilatation vasculaire en diminuant le taux de
calcium intracellulaire (Crawford, 2006; Dinenno, 2016). De plus, cet effet pourrait étre exacerbé par
une intervention conjointe des prostaglandines et/ou des récepteurs B-adrénergiques (Weisbrod et

al., 2001; Crawford, 2006).
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Figure 18 ¢ Représentation des mécanismes de la vasoconstriction pulmonaire hypoxique. Le
manque de dioxygéne provoque la fermeture des canaux potassiques sur les membranes des cellules
musculaires lisses vasculaires. L'accumulation intracellulaire de potassium induit alors une
dépolarisation qui entraine un influx d’ions calcium qui se lient a la calmoduline, pouvant alors
stimuler la MLCK. Cette derniére active les chaines légeres de myosine, qui créent un complexe avec
I'actine et provoquent la contraction de la cellule, & I'origine de la vasoconstriction. Ca®* : calcium ;
MLC-P : phosphorylated myosin light chain ; MLCK : myosin light chain kinase ; K*: potassium ;
O, : dioxygéne.

Les réponses hypoxiques systémiques sont également médiées de facon indirecte par des
chémorécepteurs localisés dans les corpuscules carotidiens et neuroépithéliaux. Les corpuscules
carotidiens sont des structures richement vascularisées et localisées a la bifurcation des artéres
carotides communes. Ce sont les plus rapides a répondre et ils détectent les changements
d’oxygénation au niveau artériel (Peers and Kemp, 2001). Au sein de ces glomus, les cellules de
type |, dérivées de la créte neurale, représentent les éléments sensoriels qui, en réponse a I’hypoxie,
vont délivrer de I’ATP et des neurotransmetteurs, comme la catécholamine ou I'acétylcholine (Zhang
et al., 2000). Cette libération permet d’initier la transmission du signal vers les fibres afférentes du
nerf glossopharyngien jusqu’au SNC. Les corpuscules neuroépithéliaux sont, quant a eux, situés au
sein des bifurcations des voies respiratoires et détectent des diminutions d’O, dans l'air inspiré
(Peers and Kemp, 2001). Les cellules qui les composent, également dérivées de neurones,
transmettent I'information aux centres respiratoires via le nerf vague (Figure 19 ; Van Lommel et al.,

1998).
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Figure 19 ¢ Représentation des mécanismes de réponse des chémorécepteurs périphériques. En
hypoxie, le manque d’oxygéne inhibe la production de ROS par des enzymes telles que la NOX,
entrainant ainsi la fermeture du canal potassique. L’accumulation intracellulaire de potassium induit
alors une dépolarisation qui provoque un influx d’ions calcium, a I'origine de I’exocytose de différents
neurotransmetteurs. Ceux-ci permettent de propager le signal vers le sinus carotidien pour les corps
carotidiens et en direction du nerf vagal pour les corps neuroépithéliaux. Ca® : calcium; K*:
potassium ; NOX : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase ; O, : dioxygene ; ROS :
especes réactives de |'oxygene.

Bien qu’il ait été démontré que la réponse a I'hypoxie fait intervenir des canaux potassiques
au sein de ces deux types de chémorécepteurs, les mécanismes cellulaires précis sont encore en
cours d’investigation. L’hypothése principale suggere qu’'une hémoprotéine, et plus particulierement
la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase (NOX) associée au canal potassique, sert de
capteur d’oxygénation (Figure 19 ; Lahiri et al.,, 1999; Fu et al., 2000; O’Kelly et al., 2000). En
condition normoxique, cette enzyme permet la production de ROS qui maintiennent un état
d’oxydoréduction favorable a I'activité du canal potassique. En revanche, I'"hypoxie provoque une

diminution de la disponibilité en O, pour I'enzyme. De ce fait, celle-ci n’est plus en mesure de
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produire suffisamment de ROS, entrainant l'inhibition du canal potassique (Figure 19). Si cette
hypothése est globalement validée pour les corps neuroépithéliaux, elle reste cependant discutée
pour les glomus carotidiens, ou d’autres hémoprotéines telles que I’oxyde nitrique synthase (NOS) ou
I’'héme oxygénase pourraient également jouer ce réle d’initiateur (Prabhakar, 1999; Summers et al.,

1999).

Par ailleurs, dans des pathologies impliquant des hypoxies intermittentes, telles que I'apnée
du sommeil, ces réponses systémiques sont répétées, entrainant une exacerbation des réactions de
I’organisme. Ainsi, des études indiquent que la réponse ventilatoire est potentialisée chez des
patients apnéiques et des modéles animaux d’apnée (Lee et al., 2009). Ce phénomeéne, appelé
facilitation a long terme, serait lié a une modification de I'activité des corpuscules carotidiens. En
effet, il a été démontré que la sensibilité de ces derniers augmente lors d’'une HI chronique (Peng et
al., 2001), et gqu’une stimulation répétée des chémorécepteurs carotidiens mime la réponse
ventilatoire induite par I'apnée (Dwinell et al., 1997). De plus, ces mécanismes sont accompagnés
d’une augmentation de la pression sanguine et d’une stimulation de I’activité nerveuse sympathique
et phrénique (Fletcher et al., 1992; Greenberg et al., 1999). Il en résulterait un processus de

rétrocontrole positif menant a une hyperventilation.

2.2 LES REPONSES CEREBRALES

2.2.1 EFFETS SUR LE METABOLISME
Le SNC, en tant que plus gros consommateur d’O; de |'organisme, est particulierement
sensible a I’hypoxie. En réponse a une déplétion en O, les neurones comme les cellules gliales ont
donc développé des stratégies d’adaptation rapide grace, d’une part, a des mécanismes

anaérobiques et, d’autre part, a une diminution de leur activité métabolique.

Une des premiéres conséquences de la chute du taux d’O; est une altération du processus de
phosphorylation oxydative au sein de la chaine respiratoire. L'inhibition de la respiration
mitochondriale provoque alors un déficit en ATP, que les cellules tentent de compenser en favorisant
des processus métaboliques anaérobiques tels que la glycolyse. Ainsi, la variation du ratio adénosine
monophosphate (AMP)/ATP en faveur de I’AMP entraine I'activation de I’AMP-activated protein
kinase (AMPK ; Figure 20 ; Zhang et al., 2010), qui permet de passer de processus anaboliques qui
consomment de I’ATP a des mécanismes cataboliques qui en produisent (Hardie, 2000). Pour ce faire,

cette enzyme active la phosphofructokinase-2 (PFK-2) qui catalyse la conversion du fructose-2,6-
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bisphosphate en fructose-6-phosphate (Figure 20). Or, ce dernier représente un activateur
allostérique de la phosphofructokinase-1, qui intervient dans la chaine de réactions glycolytiques
responsable de la formation de deux molécules d’ATP (Figure 20). De plus, I'AMPK favorise la
translocation des transporteurs de glucose GLUT4 a la membrane plasmique, facilitant ainsi I'apport
cellulaire en glucose et donc la glycolyse (Ashrafi et al., 2017). Cependant, le rendement glycolytique
reste tres largement inférieur a celui de la chaine respiratoire mitochondriale, qui permet de
produire environ quinze fois plus d’ATP. De plus, le métabolisme anaérobique induit une acidification
du pH intracellulaire qui, a terme, inhibe la glycolyse et donc diminue la quantité d’énergie produite
par la cellule (Pefia and Ramirez, 2005). De ce fait, la glycolyse reste une solution temporaire et la

survie neuronale doit s’appuyer sur d’autres stratégies.

Glucose

Glucose

Hexokinase

Glucose-6-phosphate
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Figure 20 ¢ Représentation de la cascade glycolytique induite en hypoxie. L'augmentation de I’AMP
en condition hypoxique active I'’AMPK qui favorise la glycolyse, d’'une part en stimulant la
translocation des transporteurs de glucose a la membrane plasmique et, d’autre part, en activant la
phosphofructokinase-2 qui participe a la glycolyse.

AMP : adénosine monophosphate; AMPK : AMP-activated protein kinase; ATP: adénosine
triphosphate; GLUT4: transporteur de glucose 4; PEP: phosphoénolpyruvate; PFK-1:
phosphofructokinase-1 ; PFK-2 : phosphofructokinase-2.
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L'une de ces approches consiste a inhiber sélectivement différents processus consommateurs
d’énergie. A titre d’exemple, en cas d’hypoxie, la traduction est ralentie par 'AMPK qui, en
phosphorylant le facteur d’initiation eukaryotic translation initiation factor 4E (elFAE), 'empéche de
se lier a la coiffe 5 UTR des acides ribonucléiques messagers (ARNm) et limite ainsi le recrutement
des ribosomes (Zhu et al., 2016). D’autres phénomeénes comme la transcription et la synthése de
lipides ou d’acides gras sont également ralentis, préservant de ce fait les molécules d’ATP pour des
mécanismes essentiels a la survie neuronale, tels que les échanges ioniques qui maintiennent le
potentiel membranaire indispensable a I'activité des réseaux neuronaux (Michiels, 2004; Pefia and

Ramirez, 2005).

2.2.2 EXCITOTOXICITE & MORTS CELLULAIRES

L’homéostasie neuronale impligue un maintien du potentiel membranaire faisant
notamment appel aux pompes Na*/K*-ATPase. Sachant que ces pompes consomment a elles seules
plus de la moitié de I'énergie cellulaire (Rolfe and Brown, 1997), il est donc facile de concevoir que le
déficit d’ATP induit par I'hypoxie (cf. Chapitre 1.2.2.1) entraine leur défaillance et donc une
dépolarisation membranaire. Il est ainsi estimé que la concentration d’ATP diminue de 90 % en
5 minutes au sein des neurones, et que les pompes Na*/K*-ATPase ne sont plus efficaces sous un
seuil de 50 % d’ATP (Knickerbocker and Lutz, 2001). La dépolarisation entraine alors rapidement une
accumulation de sodium intracellulaire et un cedéme cellulaire résultant d’un influx d’eau. L’hypoxie

peut de ce fait induire une mort rapide de la cellule par nécrose (Figure 21).

De plus, méme chez les neurones épargnés par ce phénomene nécrotique, ces processus
vont induire des altérations aboutissant a une excitotoxicité cellulaire. En effet, I'influx de sodium
conduit a une libération de glutamate par l'intermédiaire des co-transporteurs de glutamate et
sodium (Figure 21 ; Rossi et al., 2000). Parallelement, la dépolarisation membranaire est responsable
de I'activation de canaux calciques voltage-dépendants, et I'influx calcique qui en résulte provoque
une exocytose massive de neurotransmetteurs dont le glutamate (Figure 21). De plus, en conditions
hypoxiques, ce dernier ne peut étre recapturé par les transporteurs GLAST-1 et GLT-1, dont
I’expression astrocytaire est inhibée par le manque d’O, (Figure 21 ; Dallas et al., 2007). Ainsi,
I"accumulation de glutamate extracellulaire stimule de fagon excessive les récepteurs NMDA qui, via
un important influx de calcium, entrainent I'activation de différentes enzymes telles que des
protéases ou endonucléases dégradant les composants cellulaires (Figure 21). L'influx calcique induit
également une dépolarisation de la membrane mitochondriale, menant a une interruption du

métabolisme énergétique de I'organite et par conséquent a une diminution de la production d’ATP.
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Figure 21 ¢ Représentation des cascades nécrotiques et apoptotiques. L’hypoxie entraine une
diminution d’ATP et une défaillance de la pompe Na*/K*/ATP-ase, a I'origine d’une accumulation de
sodium intracellulaire. Ce dernier peut entrainer un cedéme menant a une mort de la cellule par
nécrose. Par ailleurs, I'influx de calcium d0 a la dépolarisation entraine une libération de glutamate,
également relaché par le biais des co-transporteurs de sodium et de glutamate. La recapture de ce
neurotransmetteur par les astrocytes est cependant inhibée en hypoxie, facilitant ainsi I’activation
des récepteurs NMDA neuronaux, qui mene a la dégradation du contenu intracellulaire et a la
rupture de la membrane mitochondriale. Ce phénoméne provoque une mort cellulaire par apoptose.
ATP : adénosine triphosphate; Ca® : calcium; GLAST-1: glutamate aspartate transporter 1 ;
GLT-1: glutamate transporter 1 ; HO : eau ; K : potassium ; Na* : sodium ;
NMDA : N-méthyl-D-aspartate ; O, : dioxygéne.
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A terme, l'altération du fonctionnement de la mitochondrie provoque une rupture de sa
membrane, libérant ainsi différents facteurs pro-apoptotiques dans le cytosol (Andreyev et al., 2018).
Parmi eux, on retrouve notamment le cytochrome c ou encore I'apoptosis inducing factor (AIF) qui
induisent une mort cellulaire programmée, respectivement dépendante ou non des caspases
(Figure 21). La perte d’intégrité de la membrane mitochondriale conduit également a la libération de
ROS dans le cytosol, participant aux mécanismes du stress oxydatif (cf. Chapitre 11.2.2.3) (Zorov et al.,

2014).

Enfin, I'activation de '’AMPK induite par I'hypoxie inhibe le complexe mechanistic target of
rapamycin complex 1 (mTORCL1), initiant ainsi le mécanisme d’autophagie. En effet, mMTORC1 devient
incapable d’inactiver la protéine uncoordinated-51-like autophagy activating kinase (ULK) 1 qui peut
alors former un premier complexe ULK. Celui-ci en recrute un second nommé class Il
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K-1ll), comprenant entre autres la protéine bécline-1, afin de
constituer un phagophore dont I’'expansion donnera finalement naissance a un autophagosome.
Cette vésicule emprisonne du matériel cytoplasmique et fusionne avec un lysosome afin de créer un
autolysosome, dans lequel les éléments cellulaires seront hydrolysés. Ces phénoménes peuvent, en
fonction de la sévérité de I’hypoxie, induire une mort autophagique ou a l'inverse contribuer a la
survie cellulaire en dégradant des composants cytosoliques délétéres et notamment réguler la

concentration intracellulaire de ROS (Cao et al., 2017; Fang et al., 2017).

2.2.3 STRESS OXYDATIF

Au sein de I'organisme, I'équilibre entre la production d’especes réactives de I'azote (RNS) ou
de l'oxygéne et le systeme antioxydant est essentiel au bon fonctionnement des processus
physiologiques, et une perturbation de ces mécanismes peut mener a un stress oxydatif. En
conditions physiologiques, la production de ROS se déroule essentiellement au sein de la
mitochondrie lors de la réduction de I'O; en eau par la phosphorylation oxydative. Ainsi, au niveau
des complexes | et lll des chaines de transport d’électrons, environ 2 % de I’oxygene mitochondrial
est réduit en radical superoxyde (O>7), qui est lui-méme neutralisé en peroxyde d’hydrogene (H,0),
plus stable, par des systémes antioxydants comme les superoxydes dismutases (SOD) (Chen et al.,
2003; Hirst et al., 2008). Il peut alors produire de I'eau, soit en subissant une dismutation par
I'intermédiaire de la catalase (CAT), soit aprés réduction par la glutathion peroxydase (GPx) et le
glutathion (GSH). Cependant, bien que ne s’agissant pas d’un radical libre, I'H,0, s’avere également
délétere car il peut générer d’autres ROS via la réaction de Fenton qui le transforme en hydroxyle
('OH), espece la plus oxydante (Thomas et al., 2009). De plus, d’autres mécanismes cellulaires

permettent la production de ROS, notamment grace aux NOX membranaires qui réduisent I’O; en
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0,7, ou encore a d’autres enzymes telles que les xanthine oxydases (XO) ou les cythochromes P450.
Les RNS sont, quant a eux, liés a 'activité de NOS qui peuvent étre neuronales (nNOS), endothéliales
(eNOS), mitochondriales (mtNOS) ou encore inductibles (iNOS). Ces enzymes produisent en effet du
NO qui donne naissance a différents radicaux, comme le peroxynitrite (ONOO7), le nitrite (NO?") ou

encore le nitrate (NO37).

L'hypoxie et la phase de réoxygénation qui s’ensuit induisent une variation tres rapide de la
disponibilité cellulaire en O, dont I'amplitude dépend de la sévérité et de la durée de la carence.
Celle-ci entraine alors un déséquilibre entre les systémes pro- et antioxydants, qui s’illustre par une
surproduction et une accumulation de ROS en amont du dernier complexe de la chaine
mitochondriale. Cela cause également une augmentation de la synthése de RNS par la iNOS (Spandou
et al., 1999). De plus, ce systéme est exacerbé par I'influx de calcium induit par I’'hypoxie (cf. Chapitre
[1.2.2.2), qui modifie la perméabilité membranaire des mitochondries en induisant une augmentation
a la fois de la production et de la libération cytosolique de ROS (Hansson et al., 2008; Seidlmayer et

al., 2015).

Le stress oxydatif est a I'origine de mécanismes cellulaires délétéres tels que I’oxydation des
chaines latérales des acides aminés ou des peptides, entrainant leur séparation et, a terme, la
formation de protéines carbonylées. Ces derniéres sont alors plus susceptibles d’étre dégradées et
moins actives. Une autre conséquence majeure du stress oxydatif est la peroxydation des lipides
polyinsaturés, notamment présents dans les membranes cellulaires dont les propriétés de
perméabilité et d’excitabilité se retrouvent de ce fait altérées (Borst et al., 2000). De plus, la
dégradation de ces lipides peroxydés génere des molécules toxiques, telles que le malondialdéhyde
(MDA) pouvant réagir avec lI'acide désoxyribonucléique (ADN) ou les protéines et affecter leurs

fonctions (Gaschler and Stockwell, 2017).

2.2.4 TRANSMISSION SYNAPTIQUE

Il existe, au sein du SNC, un mécanisme de défense permettant de pallier une éventuelle
excitotoxicité liée a des transmissions synaptiques exacerbées. Un des principaux acteurs de cette
neurotransmission est I'adénosine, notamment via ses récepteurs A; couplés a des protéines
inhibitrices Gi ou G, pour lesquelles il présente une forte affinité (Figure 22 ; Dunwiddie and Masino,
2001). Ce nucléoside est produit majoritairement par les neurone<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>