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Préambule

Mon projet de thése s’inscrit dans la thématique globale de notre équipe qui s'intéresse a
la physiologie de la neurotransmission, ceci majoritairement par le biais de I'étude
électrophysiologique du systeme cérébelleux. Le projet porté par mon directeur de these
le docteur Yann Humeau concerne plus spécifiquement les physiopathologies du systéme
nerveux central, associées en particulier a des troubles d’ordre cognitifs rencontrés chez
des individus présentant un retard mental a I'échelle humaine. Ainsi une premiére partie
de mes travaux aura été de tester I'hypothése de l'origine synaptique des retards mentaux
en étudiant un exemple de cas pathologique : la conséquence de l'invalidation du gene
ilTrapl1sur la physiologie du cervelet et en particulier sur la cellule de Purkinje. Dans ce but,
j/ai dans un deuxieme temps également été amenée a aborder des questions de
physiologie cérébelleuse purement fondamentale. Cette seconde étude m’aura permis de
mieux comprendre mon modéle d'étude : la connectivité des interneurones de la couche
moléculaire avec les cellules de Purkinje. J'ai par cette approche abordé la vaste question
du fonctionnement du cervelet, qui est basé sur une organisation modulaire et une

architecture cellulaire stéréotypée sur toute la largeur du folium.

L'introduction du présent manuscrit se divise en deux grandes sections. La premiére
présente mon modele d’étude, le cervelet, et la deuxieme qui présente le retard mental, la
pathologie que j'ai étudiée. La notion de synapse et le principe de la neurotransmission
seront brievement abordés pour donner au lecteur toutes les clés de la compréhension
des résultats. Aux vu des deux axes de ma these, les résultats sont séparés en deux
sections, la premiére est une publication scientifique (Publications 1) et la seconde
présente les données qui feront l'objet d'une deuxiéme piblication (Publications 2),
actuellement en préparatio. Une discussion générale sur la validité des modeles et
méthodes utilisés, l'influence de l'activité synaptique durant le développement et
I'importance des interneurones de la couche moléculaire dans le fonctionnement du
cervelet cléturera le manuscrit. L'ensemble de mon travail s‘ouvre sur plusieurs

perspectives que j'aborderai dans cette derniéere partie.



PREMIERE PARTIE : INTRODUCTION



1. Le cervelet

Pour effectuer un geste simple comme attraper un objet, commander aux muscles de se
contracter ou de se relacher ne suffit pas. Car pour que les différents segments du bras
se déploient avec harmonie afin d'atteindre une cible précise, il faut qu'un «chef
d'orchestre » interne puisse régler avec précision I'enchainement et la durée des
mouvements élémentaires. Ce chef d'orchestre, c’est le cervelet.

Le cervelet, et en particulier le cortex cérébelleux, est I'une des régions du systéme
nerveux central qui possede le modele d’organisation le mieux décrit. Son apparente
simplicité, due principalement a son organisation géométrique unique, a rendu les
études expérimentales fines possibles et a attiré de nombreux chercheurs intéressés par

la compréhension du développement et de la physiologie du systéeme nerveux.

1.1. Généralités sur le cervelet

1.1.1. Rappels historiques

Costanzo Varolio (1543-1575) fut en 1573 I'un des premiers anatomistes a disséquer et
décrire le cervelet humain de maniére rigoureuse. Ses travaux permirent dans un
premier temps de représenter I'anatomie externe du cervelet, ainsi que certaines des
structures étroitement liées comme le pont, encore appelé « pont de Varole ». Au XVIII®
siecle, Vincenzo Malacarne (1744-1816) publia le premier ouvrage entierement dédié
au cervelet, décrivant le cortex cérébelleux et les noyaux profonds de maniéere bien plus
détaillée que tous ses prédécesseurs.

Mais l'aboutissement a une fidele description anatomique du cervelet suscita des
théories diverses quant a sa fonction, théories qui divisaient les chercheurs de I'époque.
Par exemple, en 1838 le phrénologue allemand Franz Joseph Gall (1757-1828) le
considérait comme l'organe de la sexualité. Ce n'est que plus tard, grace a
I'expérimentation sur I'animal, que I'étude de la fonction du cervelet fut menée de
maniére « scientifique ». Luigi Rolando (1773-1831) identifia les symptomes moteurs qui
suivaient la Iésion du cervelet. Cette approche, reprise et confirmée par Pierre Flourens
(1794-1867), amena ce dernier a démontrer que la production et la coordination des

mouvements sont deux phénomeénes distincts et qu'ils sont localisés dans deux



structures également distinctes : la coordination dans le cervelet et la production dans
la moelle épiniére et du bulbe rachidien.

C'est a la méme époque, en 1837, que Jan Evangelista Purkinje (1787-1869) identifia
grace a des techniques de microscopie rudimentaires le premier « élément biologique
unitaire » sur du tissu humain de cervelet. Plusieurs décennies plus tard, c'est en affinant
la technique d'imprégnation argentique mise au point par Camillo Golgi (1843 - 1926)
que Santiago Ramon y Cajal (1852-1934) contribua de facon décisive a la théorie
neuronale, stipulant que les neurones sont des unités fonctionnelles autonomes
comportant un corps cellulaire, un axone et des dendrites. En paralléle, il décrivit et
représenta de maniere remarquable les éléments qui composent le cortex cérébelleux

ainsi que ses principales afférences (Figure 1).

Figure 1: Section parasagittale de cervelet.

Cette illustration datée de 1894 a été réalisée par
Ramon y Cajal pour une conférence de '’Académie des
Sciences Médicales de Catalogne. Elle représente les
principaux types neuronaux du cortex cérébelleux :
cellules de Purkinje, cellules en panier, cellules
étoilées, cellules de Golgi, cellules granulaires, ainsi
que les fibres afférentes : fibres grimpantes et fibres
moussues, en respectant leur organisation spatiale.
Les points correspondent aux fibres paralléles, qui
projettent de maniére orthogonale a la coupe et qui
sont donc coupées dans ce type de sections. Conservée
a l'Instituto de Neurobiologia "Ramon y Cajal’, Madrid,
Spain.

Au début du XX° siécle, Lodewijk Bolk (1866-1930) fit progresser la connaissance en
anatomie comparée du cervelet sur 69 especes différentes, lui permettant de mettre en
évidence une organisation générale commune découpée en quatre divisions
anatomiques : les vermis antérieur et postérieur, séparés par la fissure primaire, ainsi
que deux hémispheres en position latérale, de part et d'autre du vermis. Nous lui
devons également la base de la nomenclature actuelle qui sera en partie reprise par
Olof Larsell (1886-1964) sous la forme de dix lobules vermiens (de | a X) (Figure 2).

C'est par les techniques d’électrophysiologie, que John Carew Eccles (1903 - 1997)
fournit pour la premiére fois, en 1967, un tableau complet de l'architecture
fonctionnelle du cortex cérébelleux. Il identifia la nature excitatrice ou inhibitrice de
chacun des types cellulaires et ouvrit la voie a plusieurs décennies de grandes
découvertes dans le domaine de la physiologie neuronale générale (pour revue sur
I'histoire du cervelet : Glickstein et al., 2009).
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Figure 2 : Macro-anatomie du cervelet.

A) Vue dorsale simplifiée du cervelet adulte de rat sur la gauche et humain sur la droite,
comparant les deux nomenclatures : sur la gauche, les lobules vermiens sont annotés selon la
classification de Larsell et sur la droite selon celle de Bolk. Les trois compartiments
longitudinaux sont indiqués : le vermis et les hémisphéres intermédiaires et latéraux. AL : lobe
antérieur, COP : copula pyramidis, Crus | et Il : lobule aniforme, FL : flocculus, LS : lobule
simplex, PF : paraflocculus, PL : lobe postérieur, PML : lobule paramédian, pf : fissure primaire,
psf : fissure postérieure. D'aprés Apps et Hawkes, 2009. B) Coupe parasagittale du cervelet de
singe présentant les dix lobules vermiens selon la classification de Larsell. D'aprés Altman et
Bayer, 1997.

1.1.2. Anatomie globale du cervelet adulte

Malgré son nom latin signifiant « petit cerveau » et bien qu'il n‘'occupe que 10% de la
boite cranienne, le cervelet comporte a lui seul plus de la moitié des neurones du
cerveau entier (Kandel et al., 2000). C'est une structure symétrique, située en position
dorsale centrale, en arriére du tronc cérébral, sous le lobe occipital et trouvant son
origine a la jonction entre le mésencéphale et le rhombencéphale. Il est rattaché au
reste du systéme nerveux par les pédoncules cérébelleux, qui constituent I'ensemble
des fibres afférentes et efférentes du cervelet. De par son évolution phylogénétique, le
cervelet des mammiféres est devenu une structure d'apparence plissée, organisé a la
fois dans le sens transversal (encore appelé horizontal ou médiolatéral) et dans le sens
longitudinal (c'est-a-dire antéropostérieur, rostocaudal ou encore parasagittal)
(Figure 2). Dans le sens médiolatéral, il est constitué d'une zone centrale appelée vermis,
bordée par I'extension de deux hémisphéres cérébelleux composés eux-mémes d'une
partie intermédiaire et d’'une partie latérale, et de deux excroissances en position
ventrale appelées flocculi. Selon I'axe antéropostérieur, le cervelet est divisé en 3 lobes :
le lobe antérieur en avant de la fissure primaire, le lobe postérieur en arriére de celle-ci
et le lobe flocculonodulaire en arriére de la fissure postérolatérale. Ces lobes sont eux-
mémes subdivisés en dix lobules vermiens numérotés de | a X et plusieurs centaines de



sous-lobules. D’un point de vue architectural, le cervelet est organisé en un cortex
cérébelleux de substance grise, qui englobe un coeur de substance blanche traversée
par les afférences et efférences et dans laquelle sont localisés les noyaux profonds

cérébelleux (Altman et Bayer, 1997; Herrup et Kuemerle, 1997).

1.2. Organisation anatomo-fonctionnelle du cervelet adulte

Le cervelet est divisé en deux structures singulieres : le cortex cérébelleux en périphérie
du folium et la substance blanche en profondeur, contenant des noyaux de substance
grise appelés les noyaux profonds cérébelleux ou encore noyaux gris centraux
(Figure 3). Le cortex cérébelleux présente une structure trilaminaire. La couche la plus
superficielle, localisée directement sous la pie-meére est la couche moléculaire. Celle-ci
posséde une faible densité cellulaire, mais n’en est pas moins intéressante en termes de
connectivité. Elle contient deux types d’interneurones: les cellules étoilées et les
cellules en panier, ainsi que les axones des cellules en grain, I'arborisation dendritique
des cellules de Purkinje et les terminaisons axonales des afférences olivaires. La couche
la plus profonde, la couche granulaire interne, qui est également la structure la plus
dense de tout I'encéphale, contient les somas des cellules en grain ainsi qu’une partie
de leur axone, les cellules de Golgi et les terminaisons des fibres moussues. A l'interface
entre ces deux couches sont répartis les somas des cellules de Purkinje en une
monocouche appelée la couche des cellules de Purkinje. Les cellules de Purkinje
contactent les noyaux profonds cérébelleux via leur axone qui traverse la couche

granulaire pour atteindre la substance blanche (Palay et Chan-Palay, 1974).

1.2.1. Composition cellulaire du cortex cérébelleux

Le cortex cérébelleux est composé de huit types neuronaux, dont six avaient déja été
identifiés par Cajal en 1911 (Figure 3): les cellules de Purkinje, les cellules de Golgi, les
cellules de Lugaro, les cellules granulaires, les cellules en panier, les cellules étoilées et
les deux types cellulaires dernierement identifiés : les cellules unipolaires en brosse
(Mugnaini et Floris, 1994) et les cellules en candélabre (Lainé et Axelrad, 1994). Deux de
ces types cellulaires sont excitateurs glutamatergiques, les cellules granulaires et les
cellules unipolaires en brosse, les autres types sont tous inhibiteurs, GABAergiques ou
glycinergiques. Du point de vue de la répartition, les cellules unipolaires en brosse sont
majoritairement représentées dans les lobules postérieurs IX et X du cortex cérébelleux,
alors que les sept autres types cellulaires expriment un patron régulier le long des



différents lobules. L'arrangement strict des neurones et de leurs prolongements confére
au cervelet une organisation tridimensionnelle répétitive, stéréotypée, qui s'est avérée
étre fondamentale pour la compréhension des propriétés mémes des neurones, ainsi

que de leur connectivité (Palay et Chan-Palay, 1974).
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Figure 3 : Schéma présentant l'organisation spatiale du cortex cérébelleux adulte.

Le cortex cérébelleux est une structure trilaminaire, composée de la couche moléculaire en
superficie, de la couche des cellules de Purkinje et de la couche granulaire en profondeur. La
couche moléculaire contient les dendrites des cellules de Purkinje, les fibres grimpantes, les
fibres paralléles et les interneurones étoilés et en panier ; la couche des cellules de Purkinje
contient les somas des cellules de Purkinje ; et la couche granulaire interne contient les
cellules en grain, les cellules de Golgi et les fibres moussues. Au dessous de ces trois couches
s'étend la substance blanche cérébelleuse. Encadré : les fibres moussues ainsi que les axones
de cellules de Golgi contactent les dendrites des cellules en grain dans une formation particu-
liere appelée « glomérule ». D‘aprés Carpenter, 1991.

Les cellules de Purkinje

Les cellules de Purkinje sont d'impressionnants interneurones GABAergiques, parmi les
plus volumineux du systeme nerveux. En effet, chez le rongeur, le diamétre de leur
soma peut atteindre jusque 30 pm de diameétre et leur arborisation dendritique
s'étendre sur plus de 300 um de longueur et de largeur. Le segment primaire de leur
arborisation dendritique émerge verticalement en direction de la surface a partir du
soma. Ce segment se divise en plusieurs (généralement deux) dendrites secondaires,

qui se ramifient en une multitude de fins dendrites tertiaires suivant une hiérarchie



dichotomique. Contrairement aux dendrites primaires et secondaires qui sont lisses, les
dendrites tertiaires sont recouverts d'une multitude d’épines dendritiques (Altman et
Bayer, 1997). L'arborisation dendritique de ces cellules de Purkinje occupe toute la
hauteur de la couche moléculaire. Elle est ramifiée dans 2 directions de I'espace en
suivant un axe orthogonal a la surface du folium, c'est-a-dire organisée en un plan
parasagittal. Cette orientation particuliere permet a la cellule de Purkinje d’intégrer
I'information provenant de tout le cortex cérébelleux et en particulier des fibres
paralléles (environ 175 000 contacts sur chaque cellule de Purkinje (Napper et Harvey,
1988)). Un axone unique, myélinisé, prend naissance dans le sens opposé de celui du
dendrite primaire. Cet axone peut produire des collatérales dans la couche granulaire
interne, remontant vers les cellules de Purkinje voisines (Larramendi et Lemkey-
Johnston, 1970; Orduz et Llano, 2007), les cellules de Golgi ou les cellules en panier
(Bishop et al., 1993) pour y faire synapse. Les cibles de I'axone principal sont les
neurones des noyaux profonds, qui regoivent uniquement cette entrée inhibitrice
spontanément rythmique, en partie entretenue par une activité pacemaker intrinseque
de la cellule de Purkinje (Gahwiler, 1976; Hausser et Clark, 1997).

Les cellules granulaires

Les cellules granulaires, autrefois appelés neurones en grain, sont les plus petits, mais
de loin les plus nombreux neurones du cortex cérébelleux (2,4 millions par mm?® chez le
macaque, (Fox et Barnard, 1957)). Elles présentent un soma de faible volume, couronné
de trois a cing courts dendrites formant chacun une extrémité crochue, chacune étant
en contact avec une terminaison des fibres moussues, le tout formant une structure
appelée « glomérule » (Jakab et Hamori, 1988) (Figure 3). Le premier segment de leur
axone traverse verticalement la couche granulaire ainsi que la couche des cellules de
Purkinje en direction de la surface du folium. Au niveau de la couche moléculaire, celui-
ci se divise en « T » pour former un segment secondaire selon un axe transversal, c'est-a-
dire longitudinal au folium, communément appelé la fibre paralléle. Les fibres paralleles
ont un diametre approximatif de 0,2 um, ne sont pas myélinisées et courent sur une
longueur de plusieurs millimétres, pouvant varier en fonction des espéces (Altman et
Bayer 1997). Chaque fibre paralléle contacte des centaines de neurones qu’elle
rencontre sur son passage : cellules de Purkinje, cellules de Golgi, interneurones de la
couche moléculaire, et forme des synapses excitatrices glutamatergiques dites «en
passant» au niveau de leurs dendrites. La nature glutamatergique du
neurotransmetteur impliqué a ces synapses n'a été que récemment confirmée (Ottersen
etal., 1992).



Les interneurones de la couche moléculaire : cellules en panier et cellules étoilées

Au sein de la couche moléculaire, on distingue historiquement deux types
d’interneurones inhibiteurs, les cellules en panier et les cellules étoilées, que I'on
regroupe sous le terme d’interneurones de la couche moléculaire. Ces interneurones
ont des morphologies différentes, mais ont des propriétés fonctionnelles qui seraient
moins distinctes. De ce fait, certains auteurs pensent que les cellules en panier et les
cellules étoilées ne formeraient qu’'un seul et méme type cellulaire (Sultan et Bower,
1998; Spatkowski et Schilling, 2003; Schilling et al., 2008). Nous nous proposons de
tester ce dernier point dans la Publication 2.

Le soma des cellules en panier se situe dans le premier tiers inférieur de la couche
moléculaire (Figure 4A). Leurs dendrites sont ascendants et répartis dans un plan
parasagittal, de la méme maniéere que ceux des cellules de Purkinje. L'axone (Figure 4B)
contacte plusieurs cellules de Purkinje alignées dans le sens parasagittal, par un long
segment principal rectiligne. Des ramifications de cet axone principal entourent le soma
des cellules de Purkinje dans un «panier», chacune se terminant par une synapse
géante en contact avec le cone d'émergence de I'axone de la cellule de Purkinje,
appelée la synapse en pinceau (Ango et al, 2004) (Figure 4C). D’autre part, de fines
collatérales secondaires s'étendent au niveau des premieres et deuxiemes rangées de

cellules de Purkinje voisines (Figure 4B).

Figure 4 : Organisation des projections des cellules en panier.

A) Schéma représentant la position des cellules étoilées (Et) et des
cellules panier (Pa). D'aprés Ango et al., 2004. B) Schéma représentant la
distribution des branchements axonaux de deux cellules en panier sur les
cellules de Purkinje (les cercles représentent le soma et les rectangles
I'arborisation dendritique), vu du dessus. D’aprés Altman et Bayer, 1997.
C) Immuno-marquage dirigé contre la parvalbumine sur des coupes
parasagittales de cervelet, permettant de mettre en évidence la synapse
en pinceau (tétes de fleches) barres d’échelle 20 pm, CM : couche
moléculaire, CCP : couche des cellules de Purkinje, CG : couche granulaire.
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Les somas des cellules étoilées sont plus petits que ceux des cellules en panier. lls
arborent un grand nombre de courts dendrites organisés en un plexus. On les retrouve
dans les deux tiers supérieurs de la couche moléculaire (Figure 4A). Leur axone,
également orienté dans le sens parasagittal, contacte des portions lisses des dendrites

tertiaires des cellules de Purkinje (Altman et Bayer, 1997).

1.2.2. Les noyaux profonds cérébelleux

Les noyaux profonds cérébelleux sont d'une importance capitale dans le
fonctionnement du circuit cérébelleux puisqu'ils sont le seul intermédiaire entre le
cortex cérébelleux, ou le message nerveux est intégré par les cellules de Purkinje, et le
reste du cerveau. Chez les mammiferes, la classification moderne reconnait trois noyaux
profonds différents, localisés dans la substance blanche et alignés selon un axe
médiolatéral : le noyau fastigial, le noyau interposé (divisé en un noyau globuleux et un
noyau emboliforme) et le noyau dentelé (également appelé noyau latéral). Un
quatrieme noyau, le noyau vestibulaire, constitue la quatrieme et derniére cible des
efférence du cortex cérébelleux et peut a ce titre étre considéré comme un noyau

profond cérébelleux, bien qu’il soit localisé dans le bulbe rachidien.
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Figure 5 : Evolution de la morphologie des noyaux profonds.
Représentation schématique des noyaux profonds cérébelleux de quatre especes différentes.
Les principaux changements morphologiques touchent le noyau dentelé chez I'humain, qui
passe d’une structure en « masse » a une structure convolutée. ND : noyaux dentelé, NI : noyau
interposé, NF : noyau fastigial. D’aprés Altman et Bayer, 1997,

Lorsque I'on compare phylogénétiquement la morphologie des noyaux profonds chez
des espéces allant du rat a 'homme (Figure 5), on constate que le noyau fastigial et le
noyau interposé présentent une forme et un volume comparables entre les espéces
(relativement au poids de ces espéces). En revanche, le noyau dentelé va se développer
différemment, avec un volume qui devient de plus en plus grand et une morphologie
plus élaborée et complexe. Ceci est relié a la faramineuse évolution des hémispheres
cérébelleux chez les mammiféres supérieurs, qui projettent principalement vers le
noyau dentelé, impliquant que ces deux structures ont évolué conjointement (Altman
et Bayer, 1997).



Les neurones qui composent les noyaux profonds ont été moins étudiés que ceux du
cortex cérébelleux, toutefois ces derniéres années ils suscitent un intérét grandissant de
la part des chercheurs. Pour revue, un état des connaissances a été fait par le groupe de
Knopfel en 2010 (Uusisaari et Knopfel, 2010). On distingue quatre groupes de neurones,
dont deux sont excitateurs et deux inhibiteurs, identifiés selon leur morphologie et la
nature de leur neurotransmetteur : les gros neurones GAD-67 (glutamic acid
decarboxylase-67) négatifs, les petits neurones GAD-67 négatifs qui sont tous deux
supposés étre glutamatergiques, les GAD-67 positifs qui sont GABAergiques et les GlyT2
positifs qui sont glycinergiques. Des enregistrements in vitro et in vivo de ces types de
neurones révelent qu’un type sur les quatre, les GlyT2 positifs, ne présente pas d'activité
rythmique spontanée, contrairement aux trois autres (Uusisaari et Knopfel, 2010).

Les efférences des noyaux profonds ne sont pas toutes équivalentes. Trois des types
neuronaux cités ci-dessus sont des neurones de projection: les gros neurones
glutamatergiques (GAD-67 négatifs) qui contactent les aires cérébrales prémotrices, les
neurones glycinergiques qui contactent le cortex cérébral et une fraction des cellules
GABAergiques qui contacte I'olive inférieure. Les petits interneurones glutamatergiques
(GAD-67 négatifs) et la deuxieme fraction de neurones GABAergiques sont des
interneurones locaux, qui établissent des connexions a l'intérieur des noyaux profonds.
En ce qui concerne les afférences, chacun de ces neurones est contacté par les cellules
de Purkinje, par contre tous ne sont pas contactés par les deux autres types d’afférences
connues. En effet, les gros et les petits neurones glutamatergiques ainsi que les
interneurones GABAergiques locaux recoivent des entrées des collatérales des fibres
grimpantes et moussues; les neurones GABAergiques de projection recoivent des
afférences uniquement des collatérales des fibres grimpantes; et les cellules

glycinergiques sont susceptibles de n’étre contactées que par les interneurones locaux.

1.2.3. Les pédoncules cérébelleux : afférences et efférences

Le cervelet est attaché au pont de Varole par un cordon de substance blanche divisé en
trois paires de faisceaux, les pédoncules cérébelleux inférieur, moyen et supérieur. Les
fibres afférentes et efférentes qui constituent ces faisceaux sont réparties de la maniere
suivante : les pédoncules cérébelleux inférieurs relient le cervelet au bulbe rachidien et
contiennent des fibres afférentes provenant de l'olive inférieure (Campbell et
Armstrong, 1983), des noyaux vestibulaires, de la moelle épiniére et du tegmentum
mésencéphalique, ainsi que certaines fibres efférentes en direction des noyaux

vestibulaires et de la formation réticulée. Les pédoncules cérébelleux moyens relient le



cervelet au pont. La grande majorité des fibres qui y transitent sont des afférences du
pont, relayant des informations du cortex cérébral et des colliculi supérieurs. Les
pédoncules cérébelleux supérieurs relient le cervelet au mésencéphale. lls sont presque
uniquement constitués de fibres efférentes provenant des noyaux profonds, en

direction de structures extracérébelleuses.

Les afférences du cervelet

Il existe deux voies d’entrée dans le cervelet: les fibres grimpantes et les fibres
moussues. Les fibres grimpantes correspondent aux axones des neurones de l'olive
inférieure bulbaire controlatérale (Eccles et al.,, 1966a) (Figure 6). Chaque fibre
grimpante remonte le long de I'axone d'une cellule de Purkinje, de sorte que chacune
de ces cellules ne soit innervée que par une seule fibre grimpante chez I'adulte. Du fait
que ces fibres afférentes soient bien moins nombreuses que les cellules de Purkinje
présentes dans le cervelet, il a été démontré qu'elles forment des branchements
capables de contacter plusieurs cellules de Purkinje (Scheibel et Scheibel, 1955). La
terminaison de la fibre grimpante contacte les dendrites primaires et secondaires de la
cellule de Purkinje en un plexus massif pouvant contenir plusieurs centaines de sites de
libération de neurotransmetteurs. En plus de cette projection principale, une collatérale
de l'axone projette dans la zone précise du noyau profond qui sera elle-méme

contactée par cette méme cellule de Purkinje.

Les fibres moussues constituent la principale afférence du cervelet. Elles prennent leur
origine dans différentes structures médullaires, bulbaires et pontiques, comme par
exemple les colonnes de Clarke, les noyaux vestibulaire, cunéen, trigéminal ou
réticulotegmental pontique (Figure 6). Du fait de ces origines diverses, il existe une
hétérogénéité dans la nature du neurotransmetteur excitateur utilisé. En effet, on
retrouve du glutamate (Somogyi et al., 1986) et pour les fibres d’origine vestibulaires, de
I'acétylcholine (Barmack et al., 1992). Les fibres moussues entrent dans le cervelet par la
substance blanche, ou chaque fibre se divise en de multiples branches qui atteignent
les différents lobes et lobules. Chacune de ces branches contacte de maniére unitaire le
dendrite d'une cellule granulaire au sein d’'une structure appelée glomérule. De ce fait,
le signal véhiculé par une seule fibre moussue couvre une large surface
corticocérébelleuse. La terminaison synaptique de ces fibres forme un bourgeon appelé
«rosette ». La rosette occupe le centre du glomérule et englobe les dendrites de
plusieurs dizaines de cellules en grain (Palkovits et al., 1972) ainsi que les terminaisons

synaptiques des cellules de Golgi (Figure 3).
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Figure 6 : Afférences et efférences du cortex cérébelleux.

Diagramme résumant les principales afférences du cortex cérébelleux provenant des noyaux
précérébelleux (sur la droite) ainsi que les afférences des noyaux profonds provenant du
cortex cérébelleux et de ces mémes noyaux précérébelleux (sur la gauche). Ces derniéres
projections citées correspondent a des collatérales d’axones. ND : noyau dentelé, NI : noyau
interposé, NF : noyau fastigial, NG : noyau gris pontique, NV : noyau vestibulaire, NP : noyau
préposé hypoglosse, NOant : noyau antérieur de l'olive, NOpost : noyau postérieur de l'olive,
NR : noyau réticulotegmentaire pontique, ME : moelle épiniére. D’aprés Altman et Bayer, 1997.
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En plus des afférences des fibres grimpantes et moussues, le cervelet est innervé par des
afférences monoaminergiques provenant du tronc cérébral. Contrairement aux deux
autres types de fibres, elles sont dispersées de maniére diffuse dans le cortex
cérébelleux ou elles exercent une influence modulatrice sur l'activité des neurones
cérébelleux. Par exemple, on retrouve des fibres noradrénergiques du locus cceruleus
(Olson et Fuxe, 1971) ainsi que des fibres sérotoninergiques du raphé et de la formation
réticulée (Bishop et Ho, 1985).

Les efférences du cervelet

Les noyaux profonds constituent la seule efférence du cervelet vers le reste du systéme
nerveux central. Ces noyaux intégrent l'information provenant d'une part du cortex
cérébelleux via un seul type neuronal, la cellule des Purkinje; et d'autre part des
collatérales des fibres afférentes moussues et grimpantes. Il existe une double
organisation de ces projections des cellules de Purkinje aux noyaux profonds, dans le
sens médiolatéral et le sens antéropostérieur, suivant une certaine topographie. Dans le
sens médiolatéral, il est démontré que les axones des cellules de Purkinje du vermis
projettent en majeure partie vers le noyau fastigial, ceux de la partie intermédiaire des
hémispheres vers le noyau interposé et ceux des hémispheres latéraux dans le noyau
dentelé (Figure 6). Il en va de méme pour les lobules les plus antérieurs ou postérieurs
qui projettent respectivement dans les zones antérieures ou postérieures des noyaux
correspondants (Haines et Manto, 2009). Nous reviendrons sur le principe

d’organisation fonctionnelle du cervelet dans la section 1.4..

1.2.4. Le circuit cérébelleux

Le cervelet est divisé en deux parties, le cortex cérébelleux, organisé en 3 couches et les
noyaux profonds localisés dans la substance blanche. Il existe deux circuits cérébelleux,
chacun faisant intervenir I'une de ces deux divisions (Figure 7) : le premier circuit entre
dans le cervelet par la substance blanche et en sort directement en passant par les
noyaux profonds, sans entrer dans le cortex; le second circuit (détaillé dans le
paragraphe ci-aprés) entre dans le cervelet par la substance blanche, remonte au niveau
du cortex cérébelleux ou l'information est intégrée par les cellules de Purkinje avant de
ressortir par les noyaux profonds comme pour le premier circuit. Nous verrons plus tard
que ces deux circuits ne sont pas organisés de maniére indépendante, mais qu’ils

suivent une organisation topographique.
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Sur les huit types de neurones du cortex cérébelleux, un seul, la cellule de Purkinje,
possede un axone de projection. Les sept autres types sont des interneurones locaux
dont les axones n‘atteignent jamais les structures extracorticales (Figure 7). Dans le
cadre de ce manuscrit, nous nous pencherons principalement sur la connectivité entre
les interneurones de la couche moléculaire et la cellule de Purkinje, qui fait I'objet de

cette thése.

interneurone de la
{ couche moléculaire

fibre paralléle > Couche moléculaire
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cellule de Purkinje
de Golgi
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Figure 7 : Schéma simplifié des connexions synaptiques des principaux neurones cérébelleux.
Les fibres grimpantes et moussues constituent les principales afférences au cervelet. Les fibres
grimpantes contactent les noyaux profonds et les cellules de Purkinje. Les fibres moussues
contactent les cellules granulaires directement et indirectement via les cellules de Golgi. Les
cellules granulaires contactent a leur tour les cellules de Purkinje ainsi que les interneurones
de la couche moléculaire (cellules étoilées et cellules en panier). Lensemble du circuit
cérébelleux converge vers les cellules de Purkinje, qui projettent vers les neurones des noyaux
profonds. Les connexions excitatrices sont représentées en fleches pleines et les connexions
inhibitrices en fleches vides. La géométrie du cervelet n'est pas respectée sur ce schéma.

Le circuit corticocérébelleux

L'information afférente véhiculée par les fibres moussues est relayée par un neurone
excitateur, la cellule en grain. Cette cellule, via son axone, la fibre paralléle, va exciter les
neurones inhibiteurs dont les dendrites se trouvent dans la couche moléculaire: les
cellules de Purkinje, les cellules de Golgi et les interneurones de la couche moléculaire.

Deux petites boucles modulatrices sont ainsi créées, avec d'une part les cellules de
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Golgi qui en retour inhibent les neurones en grains, et d'autre part les interneurones de
la couche moléculaire qui inhibent la cellule de Purkinje. L'information afférente
provenant des fibres grimpantes, quant a elle, arrive sans intermédiaire directement sur
la cellule de Purkinje.

La cellule de Purkinje integre le message de plusieurs centaines de milliers de
connexions, dont environ 95 % proviennent des fibres paralleles seules (Tritsch et al.,
1999). Cette masse d’information convergeant vers I'arborisation géante de la cellule de
Purkinje est transmise aux noyaux profonds cérébelleux, qui constituent l'unique

intermédiaire entre le cortex cérébelleux et ses cibles.

Importance physiologique des interneurones de la couche moléculaire

L'étude de la fonction des interneurones a longtemps été mise de coté, ceci en faveur
de I'étude des neurones de projection. Cependant, les interneurones locaux, dont le but
est de moduler les informations traitées par les neurones de projection, sont d’'une
importance capitale dans les circuits neuronaux et les fonctions qu'ils sous-tendent.
Leurs réles vont plus loin que la simple inhibition du neurone cible. En effet, les
processus d'intégration neuronale dépendent de la fenétre temporelle durant laquelle
les entrées excitatrices se somment pour déclencher (ou non) un potentiel d'action
postsynaptique. Or dans I'hippocampe, il est par exemple démontré que les
interneurones inhibiteurs, par une intégration feedforward, sont capables de faire varier
cette fenétre temporelle (Pouille et Scanziani, 2001). lls contribuent également a rendre
dynamique toute la gamme d’entrée excitatrices arrivant sur le neurone cible, en
modulant I'excitabilité et la force de chacune de ces entrées (Pouille et al., 2009). Par
ailleurs, dans le cortex cérébral, de par leur inter-connectivité, les interneurones
corticaux sont par exemple capables d'imposer et d’entretenir une activité oscillatoire
des neurones de projection du réseau, pouvant couvrir des bandes de fréquences aussi
bien lentes (theta, 4-7 Hz) que trés rapides (gamma, > 30 Hz) (Buzsaki et Chrobak, 1995;
McBain et Fisahn, 2001). Ces quelques exemples illustrent bien différentes fonctions que

les interneurones sont susceptibles de remplir au sein du réseau neuronal.

Durant ma thése, je me suis focalisée sur les interneurones de la couche moléculaire, qui
forment une inhibition feedforward sur la cellule de Purkinje (c'est-a-dire que les fibres
paralleles en amont vont exciter simultanément la cellule de Purkinje et les
interneurones inhibiteurs, et que les interneurones vont inhiber a leur tour la cellule de
Purkinje (Figure 7)). Pour la cellule de Purkinje cible, il en résulte que le potentiel

excitateur induit par la fibre paralléle sera tronqué par l'arrivée d’une entrée inhibitrice
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provenant des interneurones, du fait de la fenétre temporelle qui lie ces deux entrées
(Mittmann et al., 2005). En effet plus généralement, il est couramment observé dans ces
systemes de feedforward inhibiteur, que les potentiels postsynaptiques excitateurs
présentent des cinétiques plus courtes que dans des systemes monosynaptiques, et en
particulier pour les cinétiques de « decay-time » (Glickstein et al., 2009 ; Jorntell et al.,
2010).

Comme nous venons de le voir, les interneurones de la couche moléculaire, recoivent
donc des entrées synaptiques excitatrices glutamatergiques des fibres paralléles. Ils
sont également contactés par des afférences inhibitrices GABAergiques réciproques des
interneurones voisins et excitatrices via une transmission volumique extrasynaptique
provenant des fibres grimpantes (Szapiro et Barbour, 2007). Indépendamment de ces
afférences, ils sont capables d’émettre des potentiels d’action de maniére spontanée
lorsqu’ils sont a I'état de repos, c'est-a-dire méme en l'absence d’entrées synaptiques
(LIano et Gerschenfeld, 1993).

L’axone des interneurones de la couche moléculaire forme des contacts synaptiques sur
les cellules de Purkinje principalement, mais également vers d’autres interneurones de
la couche moléculaire (Briatore et al., 2010) et vers les cellules de Golgi (Palay et Chan-
Palay, 1974). Il est démontré qu’une unique cellule étoilée est capable d’exercer une
inhibition rapide faible de la cellule de Purkinje cible (Midtgaard, 1992a), ce qui laisse
supposer qu’une activation conjointe simultanée de ces neurones est nécessaire a
I'inhibition efficace des cellules de Purkinje. Ce dernier point est soutenu par le fait que
les cellules étoilées ont d'une part un fort taux d'inter-connectivité (Kondo et Marty,
1998) ; et d'autre part qu’elles établissent des jonctions communicantes entre-elles,

permettant leur synchronisation (Sotelo et Llinas, 1972).

Les propriétés actives et passives des interneurones leurs permettent d’avoir un
couplage temporel trés serré entre I'entrée et la sortie du signal électrique, ce qui d'une
part traduit un temps de réponse rapide (Midtgaard, 1992b) et d’'autre part permet une
grande précision du controle du patron de décharge (Buzsaki et Chrobak, 1995). De ce
fait, il est important de noter qu’un seul quantum de neurotransmetteur atteignant une
cellule étoilée est capable de fortement influencer le patron de décharge de ce
neurone. Ceci est vrai pour des transmissions excitatrices ou inhibitrices, et que
I'interneurone soit dans des modes de décharge rapides ou lents (Carter et Regehr,
2002). L'ensemble des propriétés des interneurones fait qu’ils sont capables d’atteindre
des fréquences de décharge de potentiel d’action élevées (500 Hz) imposées par les
cellules granulaires (Brenowitz et Regehr, 2007; Jorntell et al., 2010). Ainsi, la grande

proportion de ces interneurones dans la couche moléculaire, leurs propriétés et la
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localisation stratégique de leurs contacts synaptiques sur la cellule de Purkinje (sur les
dendrites tertiaires pour les cellules en panier et sur le soma et le dendrite proximal
pour les cellules en panier (Palay et Chan-Palay, 1974)) permet le blocage efficace des
entrées excitatrices provenant des fibres paralléles et des fibres grimpantes par des
conductances inhibitrices de type shunt (Midtgaard, 1992a ; Callaway et al., 1995). Cette
inhibition provenant des interneurones de la couche moléculaire pourrait sous-tendre
I'activité irréguliére des cellules de Purkinje, sous forme de « pauses » (Granit et Phillips,
1956; Hausser et Clark, 1997) que l'on observe sur leur activité spontanée oscillatoire
(30-50 Hz, (Hausser et Clark, 1997; de Solages et al.,, 2008). En effet, le niveau de
conductance inhibitrice imposé par les interneurones a la cellule de Purkinje est variable
au cours du temps, et a un controle direct de l'intervalle inter-spike du patron de
décharge de la cellule de Purkinje (Jaeger et Bower, 1999) et donc de sa fréquence de
décharge. De plus, une étude récente a confirmé la contribution de l'activité des
interneurones de la couche moléculaire sur le patron de décharge des cellules de
Purkinje et observé leur influence sur le bon fonctionnement moteur in vivo (Wulff et al.,
2009), ceci démontrant leur nécessité dans le circuit cérébelleux. Ces observations
prennent toute leur importance lorsque I'on sait que 1) les cellules de Purkinje ont une
activité oscillatoire et qu’elles projettent vers les noyaux profonds (~200 Hz, de Solages
et al.,, 2008) ; 2) 40% des oscillations (5-10 Hz) enregistrées dans le cortex cérébelleux
sont en phase avec laire corticale somatosensorielle S1, suite a une stimulation des
vibrisses chez le rat (O'Connor et al.,, 2002) ; 3) les oscillations enregistrées dans l'aire
motrice M1 sont en phase avec les oscillations (10-40 Hz) enregistrées en potentiels de
champ dans les noyaux profonds lors d’'une tache de préhension chez le singe
(Soteropoulos et Baker, 2006) ; et 4) les oscillations (20-35 Hz) enregistrées dans les
noyaux profonds sont en phase avec une activité des différents muscles du bras chez le

singe (Aumann et Fetz, 2004).

Ainsi, nous savons d'une part que la cellule de Purkinje est un neurone de projection
correspondant a la seule sortie du cortex cérébelleux, qui integre la totalité des
informations excitatrices et inhibitrices y transitant pour contréler les noyaux profonds,
et d’'autre part que les afférences inhibitrices provenant des interneurones de la couche
moléculaires ont une forte influence sur son patron de décharge. Par conséquent, il
semble intéressant de penser que ces interneurones ont un role clé et une réelle
influence sur le fonctionnement cérébelleux. Leur étude pourrait donc permettre a

étendre la compréhension globale du systeme.
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1.3. Maturation du cervelet et des contacts synaptiques

Cajal, en plus de ses travaux d’histologie, aura également été le premier a décrire avec
précision la migration et la différenciation neuronale dans le cervelet, ainsi que le role
des processus de déafférentation lors de la formation des réseaux neuronaux.
Aujourd’hui il est admis que le positionnement spatial précis des neurones est le
résultat d’'une organisation temporelle stricte au cours du développement. Pour le
systeme nerveu, cela se traduit séquentiellement par une prolifération, une migration,
une différenciation neuronale, la croissance chimio-guidée des axones vers leur cible,
puis la synaptogeneése, c'est-a-dire le processus par lequel sont formées les synapses
fonctionnelles entre neurones. Ces étapes, réalisées selon une cinétique strictement
programmeée, va permettre la création d’'un réseau complexe et organisé.

Dans cette section nous verrons les grandes étapes de la maturation du cervelet et de la
synaptogenese au sein du systeme nerveux central. Nous aborderons également les
notions relatives a la compréhension des mécanismes synaptiques et en particulier a la

neurotransmission.

1.3.1. Maturation du cervelet et de différents types cellulaires

L'ensemble du systéeme nerveux dérive d'une spécialisation du feuillet embryonnaire de
cellules épithéliales ectodermiques appelé la plaque neurale (Spemann et Mangold
1924). Lors de la différenciation, les bords de la plaque neurale s'épaississent et
s'invaginent selon un axe antéropostérieur pour former la gouttiére neurale, ouverte sur
I'extérieur en sa partie dorsale. Lorsque la gouttiere se referme pour former le tube
neural, la partie la plus antérieure sera modelée en trois vésicules primordiales,
ébauches des futurs prosencéphale, mésencéphale et rhombencéphale. C'est a la
jonction entre ces deux derniéres structures que le cervelet prendra naissance (Martinez
et Alvarado-Mallart, 1989).

Comme pour I'ensemble des autres structures nerveuses, une grande partie de la
prolifération des neurones du cervelet a lieu exclusivement dans la zone germinative
primaire au niveau du neuroépithélium du toit du quatrieme ventricule. La fraction
restante correspond aux précurseurs des cellules granulaires, qui suivent une
prolifération dans une zone germinative secondaire: la couche granulaire externe
(Zhang et Goldman, 1996). L'une des différences marquantes entre ces deux zones
germinales est que la phase de prolifération primaire a lieu pendant la période

embryonnaire, alors que la secondaire intervient majoritairement aprés la naissance.
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Chez le rongeur, d'un point de vue chronologique, la couche granulaire externe se
forme vers E17 a partir de la zone germinative du trigone cérébral, d'ou elle envahit la
surface totale du cervelet primitif. En paralléle, les neurones des noyaux profonds se
multiplient au sein de la couche moléculaire externe (Pierce, 1975), simultanément avec
les cellules de Purkinje qui proliferent en dessous de celle-ci. A E19, 'ébauche des futurs
noyaux profonds formant une masse dans la couche granulaire externe plonge au
niveau de la substance blanche du cervelet et le cortex cérébelleux commence a se
développer. A E22, le cervelet primitif arbore déja son architecture typique avec un
cortex en couches découpé en lobules surmontant la substance blanche qui contient
les noyaux profonds. Ainsi, apres la naissance et jusqu’aux alentours de P30, le cervelet
va principalement s'accroitre et mettre en place les différentes connexions (Altman et
Bayer, 1997 ; Sotelo, 2004).

Maturation des cellules de Purkinje

A la naissance, les cellules de Purkinje ont arrété leur phase de division et commencent
a migrer pour se répartir en une seule et méme rangée (Altman, 1972a). Dés les
premiers jours postnataux, et alors que les dendrites ne sont pas encore développés, la
cellule de Purkinje est déja contactée par la fibre grimpante selon un processus en
plusieurs étapes: a P2, de nombreuses fibres grimpantes établissent un contact
transitoire sur le soma; a P3, la plupart de ces contacts commence a régresser, puis a
partir de P10, alors que les soma des cellules de Purkinje ne forment plus qu’une
monocouche, la multi-innervation disparait totalement et les nombreux contacts
synaptiques provenant de cette fibre se déplacent du soma vers les dendrites lisses de
la cellule de Purkinje (Hashimoto et Kano, 2005). Bien que le mécanisme soit mal connu,
cette multi-innervation des cellules de Purkinje par les fibres grimpantes est régulée par
la formation de synapses fonctionnelles entre la fibre parallele et la cellule de Purkinje
(Mariani et Changeux, 1981 ; Sugihara et al., 2000). A P7, on peut distinguer une
ébauche de dendrite primaire (Figure 8B), qui commence a recevoir des contacts
synaptiques des premiéres cellules granulaires puis des premiers interneurones a partir
de P10. Vers P12, I'arborisation secondaire et tertiaire se développe en direction de la
surface du folium en suivant la limite supérieure de la couche moléculaire et ceci jusqu’a
atteindre sa taille définitive vers P30 (McKay et Turner, 2005).

La mise en place des propriétés intrinseques des cellules de Purkinje est le résultat
d'une maturation qui intervient en paralléle au développement de la morphologie de
I'arbre dendritique. En effet, les cellules de Purkinje vont passer d'un patron de

décharge tonique et régulier entre PO et ~P9, a un patron trimodal, alternant entre un
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mode tonique, un mode en « bouffées » (ou « burst ») et un mode silencieux a partir de
P12 (Womack et Khodakhah, 2002 ; McKay et Turner, 2005) (Figure 8B). Ces patrons sont
intrinséques a la cellule de Purkinje et sont susceptibles de se mettre en place pendant
la maturation des dendrites, entre autre suite a I'expression dendritique de canaux
calciques de type P/Q (Gruol et al.,, 1992 ; Womack et Khodakhah, 2004). Ces canaux sont
a l'origine des spikes calciques dendritiques, connus pour influencer le patron de
décharge sodique somatique, et imposant le patron de décharge trimodal spontané a la

cellule de Purkinje.

A

PO P3 P6 P9 P9 P12

B P6 P18

Figure 8 : Maturation des cellules de Purkinje chez le rongeur.

A) Les cellules de Purkinje maturent lentement entre PO et P9 puis subissent un croissance
dencritique rapide entre P12 et P18 pour atteindre une morphologie adulte vers P30. Une
forte hétérogénéité est observée entre P9 et P12. B) Patrons de décharge de cellules de
Purkinje immatures (P6) toniques a gauche, et matures (P18) en bursts a droite. D’aprés McKay
et Turner, 2005.

A la fin du développement du cervelet, les cellules de Purkinje présentent un patron

d'activité d’'une part en décharge de potentiels d’action « complexe » (complex spike
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firing, Davie et al., 2008) imposé par les afférences grimpantes et d’autre part en
décharge de potentiels d'action « simple » qui résulte de l'intégration a la fois de sa
propre activité autorythmique intrinséque, des afférences excitatrices des fibres
paralléles et des afférences inhibitrices provenant des interneurones de la couche
moléculaire (Santamaria et al., 2007 ; Barmack et Yakhnitsa, 2008 ; Wulff et al., 2009).

Maturation des cellules granulaires

La prolifération des futures cellules granulaires est plus longue que pour les autres types
cellulaires, ce qui n’est pas surprenant étant donné leur nombre a I'age adulte. Aux
alentours de P10 ces cellules atteignent leur pic de prolifération et simultanément
deviennent fusiformes, formant a chaque extrémité un prolongement fin, ébauche de la
future fibre paralléle. Elles commencent a migrer de la couche granulaire externe en
direction de la profondeur en laissant derniére elles leur axone. Entre P21 et P25, aprés
avoir traversé la couche moléculaire puis la couche des cellules de Purkinje, leur corps
cellulaire va trouver sa position définitive dans la couche granulaire interne (Hallonet et
al., 1990). La mise en place des connexions entre les fibres paralléles et les cellules de
Purkinje débute vers le milieu de la deuxiéme semaine postnatale, lorsque les épines
dendritiques, sites postsynaptiques contactés par les terminaisons axonales des cellules
en grains font leur apparition sur les branches distales de l'arborisation dendritique des
cellules de Purkinje. Le développement de ces synapses s'effectue progressivement
jusqu’a la fin du premier mois postnatal, en suivant la maturation de I'arbre dendritique
des cellules de Purkinje cibles. Cependant, il existe des indications de connexions
précoces vers P7 entre ces fibres et le tronc lisse du dendrite des cellules de Purkinje
(Altman, 1972a). Les premiers contacts entre les fibres moussues et les cellules
granulaires au sein du glomérule se font a partir de la deuxiéme semaine postnatale
chez la souris, marquant ainsi la fin de la phase de maturation des cellules granulaires
(Altman, 1972b).

Maturation des interneurones inhibiteurs

Les interneurones inhibiteurs du cervelet se différencient dans les premiers jours aprées
la naissance a partir d’'un précurseur commun situé dans la substance blanche (Zhang et
Goldman, 1996). Les premiers interneurones qui atteignent un état mature sont les
cellules de Golgi vers P10 (Simat et al., 2007), tandis que les précurseurs des cellules
étoilées et des cellules en panier poursuivent leur prolifération. Simultanément, ces
deux derniers types cellulaires vont migrer dans la couche moléculaire a partir de P10 et

achever leur différenciation a partir de P20. Les premiéres synapses entre les axones des
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interneurones de la couche moléculaire et les cellules de Purkinje sont observées a
partir de P10 pour les interneurones ayant déja migré (Larramendi, 1969 ; Altman, 1972a
; Simat et al,, 2007).

1.3.2. Synapse et synaptogenese

La synapse est fondamentalement indispensable au fonctionnement neuronal car elle
permet la communication élémentaire entre les neurones. Le terme «synapse » fut
employé pour la premiére fois par Charles Scott Sherrington (1857 — 1952) en 1887 alors
qu'il étudiait les réflexes spinaux, pour désigner la jonction entre la terminaison axonale
d'un neurone et le dendrite d’'un autre neurone (Foster, 1889). Ce terme fut rapidement
généralisé a d'autres structures dont le meilleur exemple est certainement la jonction
neuromusculaire, 'un des modéles d’étude de la transmission synaptique le plus utilisé.
Le développement des techniques de microscopie et d’histologie permettant la
visualisation de I'élément synaptique permirent la définition de ce que I'on appelle les
« synapses chimiques » dans lesquelles a lieu la neurotransmission.

Dans le systeme nerveux central, les synapses chimiques sont dites tripartites, c'est-a-
dire constituées d'un élément présynaptique contenant les vésicules de
neurotransmetteur, apposé a un élément postsynaptique abritant les récepteurs
spécifiques de ces neurotransmetteurs, ces deux compartiments étant séparés par la
fente synaptique, le tout isolé du reste du milieu extracellulaire par des prolongements
astrocytaires (pour revue : Perea et al., 2009).

Principe général de la neurotransmission

Le processus de neurotransmission nécessite plusieurs étapes. L'arrivée d'un potentiel
d’action au niveau de la terminaison axonale permet I'entrée de calcium dans I'élément
présynaptique par des canaux calciques dépendants du voltage (Brehm et Eckert, 1978)
(Figure 9A). L'augmentation de la concentration intracellulaire de calcium entraine la
fusion des vésicules synaptiques avec la membrane plasmique, ce qui a pour effet de
libérer le neurotransmetteur dans la fente synaptique, dans un processus appelé
exocytose (Figure 9B). Les molécules de neurotransmetteur libérées diffusent dans la
fente synaptique vers le compartiment postsynaptique localisé en vis-a-vis. Elles se
fixent sur leurs récepteurs membranaires pour les activer. En fonction du couple
neurotransmetteur / récepteur postsynaptique exprimé, la synapse pourra étre
excitatrice (par exemple a la synapse entre la fibre grimpante et la cellule de Purkinje,
du glutamate est libéré pour activer des récepteur AMPA et NMDA), ou inhibitrice (par
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exemple a la synapse entre les interneurones de la couche moléculaire et la cellule de
Purkinje, du GABA est libéré pour activer les récepteurs GABA,). Cette interaction a pour
effet d'ouvrir des canaux par lesquels un flux ionique va circuler et modifier les
propriétés électriques du neurone postsynaptique (Figure 9C). Dans le cas d'une
synapse excitatrice un courant postsynaptique excitateur, qui correspond a une entrée
nette de cations (par exemple une entrée de Na* ou de Ca™) est généré, et a l'inverse,
un courant postsynaptique inhibiteur qui correspond a une sortie nette de cations (par
exemple une sortie de K" ou une entrée de CI) est généré dans une synapse inhibitrice
(Tritsch et al.,, 1999). Pour terminer cette réaction des systémes de désensibilisation des
récepteurs postsynaptiques, et de recapture des neurotransmetteurs par le neurone
présynaptique et les astrocytes sont aussitdt activés. Les étapes successives de la
neurotransmission décrite ci-dessus ne sont pas réalisées instantanément, mais ont une
certaine durée appelée le « délai synaptique » qui est de l'ordre de la milliseconde dans
certains cas, mais peut durer jusqu’a plusieurs secondes dans d’autres cas, notamment

en fonction du type de récepteur postsynaptique activé.

Elément
présynaptique

Récepteur
\ \\ \ / Fc)anai

%@——@W

Elément
postsynaptique

Na* Na*t Na*

Figure 9 : Neurotransmission dans les synapses chimiques.

A) L'arrivée d'un potentiel d'action dans la terminaison présynaptique provoque l'ouverture
des canaux calciques dépendants du voltage situés dans les zones actives. B) L'entrée de
calcium par ces canaux entraine une forte augmentation de la concentration en calcium dans
les zones actives, provoquant a son tour la libération des neurotransmetteurs dans le milieu
extracellulaire par exocytose. C) Les molécules de neurotransmetteurs libérées diffusent dans
la fente synaptique et se lient sur leurs récepteurs spécifiques localisés sur la membrane
postsynaptique. L'ouverture de ces canaux entraine un changement de la conductance
membranaire et du potentiel de membrane. NT : neurotransmetteur. D’aprés Kandel et al.,
2000.
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Elément présynaptique, trafic des vésicules et libération des neurotransmetteurs

La terminaison présynaptique est un compartiment spécialisé des neurones
responsable de la conversion d’un signal électrique, le potentiel d'action, en un signal
chimique, la libération de neurotransmetteurs. Elle renferme une collection de petites
vésicules synaptiques de 40 um de diametre, remplies de milliers de molécules de
neurotransmetteur. Ces vésicules sont regroupées dans, ou a proximité, de régions

appelées « zones actives », spécialisées dans la libération des neurotransmetteurs par

exocytose.
ADP + P,
Recyclage Endosome précoce
o
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Figure 10 : Le cycle des vésicules synaptiques dans I'élément présynaptique.

Le cycle vésiculaire est un processus en plusieurs étapes consécutives. Les vésicules recyclées
sont chargées en neurotransmetteur, puis arrimées a la membrane plasmique pour subir des
maturations visant a les rendre compétentes a la fusion. Suite a I'entrée de calcium dans la
terminaison neuronale, les vésicules compétentes fusionnent par exocytose pour libérer les
molécules de neurotransmetteur qu'elles renferment. Un mécanisme d’endocytose des
vésicules venant de fusionner amorce le recyclage, celui-ci pouvant se faire par voie rapide ou
par voie lente. NT : Neurotransmetteur. D’aprés Chapman, 2008.

Les vésicules synaptiques contenues dans chaque zone active sont limitées en nombre
et |'utilisation de ces vésicules dans les processus d'exocytose est répétée a un rythme
parfois élevé. Pour soutenir ce rythme de libération, la neurotransmission est maintenue
par un recyclage local des vésicules. Ce cycle dynamique des vésicules synaptiques est
classiquement divisé en quatre étapes clés (Figure 10) : 1) une pompe a proton acidifie
la lumiere de la vésicule synaptique et le gradient de pH ainsi créé entraine le
chargement du neurotransmetteur dans la vésicule (Masson et al., 1999); 2)

vésicules ainsi chargées sont transportées jusque dans les zones actives ou elles sont

arrimées a la membrane, puis subissent une maturation, ceci afin de les rendre

23



compétentes a la fusion (Wojcik et Brose, 2007) ; 3) dés l'arrivée d'un potentiel d’'action,
I'exocytose des molécules de neurotransmetteur contenues dans les vésicules est
déclenchée par lI'entrée d’ions Ca*™ a travers les canaux calciques dépendants du
voltage (Katz 1969); 4) apres la fusion, la vésicule est reformée par un mécanisme
d’endocytose dépendant de la clathrine pour subir un nouveau cycle (Dittman et Ryan,
2009). Le recyclage des vésicules apres endocytose peut se faire par voie rapide, ou la
vésicule est directement rechargée en neurotransmetteur; ou par voie lente, ou les
constituants de la membrane sont recyclés pour former de nouvelles vésicules (Klingauf
et al., 1998). Pour la suite de ce manuscrit, les étapes qu’il me paraissent importantes de

détailler concernent principalement les étapes d’arrimage, maturation et libération.

Les étapes d’arrimage et de maturation des vésicules permettent de rendre les vésicules
compétentes a la fusion, tout en maintenant un «frein» a I'exocytose, dans le but
d’éviter les déclenchements de fusion non déclenchés. Ces vésicules correspondent au
groupe (ou « pool »), de vésicules directement libérables (RRP, Readily-releasable pool),
capables de répondre rapidement a I'entrée de calcium (200 — 400 us) (Sabatini et
Regehr, 1996 ; Tritsch et al., 1999).

Tous les événements d’exocytose membranaire connus chez les eucaryotes impliquent
la formation d'un complexe protéique ancré dans la membrane vésiculaire d'une part et
dans la membrane plasmique d'autre part, qui s'assemblent en un faisceau d’hélices. De
telles protéines sont appelées de maniére générale les « SNAREs » (SNAP receptors).
Concernant les événements de fusion des vésicules synaptiques en particulier,
I'arrimage des vésicules dans les zones actives implique un complexe trimérique
nécessitant les t-SNAREs (« t » pour « target ») Syntaxine-1 et SNAP-25 sur la membrane
plasmique et le v-SNARE («v» pour «vesicular») VAMP-synaptobrévine-2 sur la
membrane vésiculaire (Figure 11) (Sollner et al., 1993 ; Jahn et Scheller, 2006).

Le modele actuellement proposé (Rizo et Rosenmund, 2008) est le suivant : la Syntaxine
est bloquée dans une configuration «fermée », inactive, par son association avec la
protéine Munc-18. L'arrivée de Munc-13 chasse Munc-18 et entraine |'ouverture de la
Syntaxine, lui permettant de se lier a SNAP-25 puis a la VAMP-synaptobrévine-2. A ce
stade du cycle de la vésicule, la fusion est bloquée par des protéines appelées
Synaptotagmines, et ne pourra étre levé qu’en présence de calcium (Marz et Hanson,
2002). Synaptotagmine-1 est le membre de cette famille le plus exprimé a la synapse.
Son role est de fixer des molécules de calcium via son domaine C2 lorsqu’elles sont
présentes en forte concentration (> 200 uM) dans les zones actives (Nalefski et Falke,
1996 ; Bai et Chapman, 2004), ce qui constitue un élément déclencheur pour qu’elle

interagisse avec les phospholipides des membranes (Brose et al, 1992). Plus
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précisément, il a été découvert que le domaine C2 de Synaptotagminel était capable
d’'induire une forte courbure de la membrane autour du complexe SNARE, ce qui
permettrait la fusion vésiculaire (Martens et al., 2007).
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Figure 11 :La fonction des SNAREs dans la maturation des vésicules synaptiques.

A) Vésicule synaptique proche de la membrane plasmique dont les SNAREs ne sont pas
assemblés. B) Vésicule synaptique ayant fusionné avec la membrane plasmique. Les SNAREs
vésiculaires et membranaires sont assemblés. C) Les SNAREs sont assemblés en un faisceau
d’hélices. En bleu : Synaptobrévine2, en rouge : Syntaxine1, en vert : SNAP-25, en jaune : une
protéine inconnue. Modifié d’aprés Chapman, 2008 et Jahn et Scheller, 2006.

Les courants calciques sont connus pour véhiculer des informations physiologiques
dans de nombreux types cellulaires (par exemple la contraction dans les muscles ou
encore |'extension/rétractation du céne de croissance axonal dans le processus de
maturation des neurones (Fields et al., 1993)). Dans les synapses, les canaux calciques
dépendants du voltage initient la libération synchrone des neurotransmetteurs en
réponse a la dépolarisation membranaire provoquée par un potentiel d’action
présynaptique (Figure 12A,,,;) (Augustine et al., 1985). La famille des canaux calciques
dépendants du voltage compte chez les mammiferes dix membres (Figure 12B) qui
jouent chacun un réle distinct dans la transduction des signaux (Catterall et al., 2005).
Chaque canal est composé de quatre a cinq sous-unités (Figure 12C et D) : une sous-
unité principale a-1 qui forme le pore et des sous-unités auxiliaires 3, a-2-6 et y dont le
réle est de moduler la sous-unité principale (Dolphin, 2003a). Dans la plupart des
synapses, les canaux calciques responsables de la transmission synaptique rapide sont
des canaux de type P/Q (Cav2.1) et/ou N (Cav 2.2) (Sudhof, 2004). L'augmentation de la
concentration en calcium présynaptique qui découle de leur ouverture est
déterminante car elle contréle la neurotransmission et influence la probabilité de
libération. De ce fait, tout phénomene (traitement pharmacologique, mutation génique,
etc.) qui altererait I'entrée des ions Ca™, ou par extension qui empécherait le bon
déroulement du cycle des vésicules, est susceptible de modifier la libération des
neurotransmetteurs. Nous aborderons briévement ce point dans la seconde partie de
I'introduction, qui traite d'un cas pathologique touchant le systéme nerveux central, le
retard mental.
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Figure 12 : Les canaux calciques dans la transmission synaptique.

A) Détail de la séquence d’évenement ayant lieu lors de la transmission synaptique et les
phénomeénes électriques associés. D'aprés Sudhof, 2004. B) La famille des canaux calciques
dépendants du voltage compte trois sous-familles : Cav1, Cav2 et Cav3. D’aprés Catterall et al.,
2005. C) Exemple de structure secondaire des sous-unités qui composent les canaux calciques
dépendants du voltage de type Cav1 et Cav2. Les hélices alpha sont illustrées par des
cylindres. D’aprés Catterall et al., 2005. D) Exemple de structure tertiaire d’un canal de type
Cav1.D’aprés Halling et al., 2005.

Elément postsynaptique, récepteurs ionotropiques et métabotropiques

L'élément postsynaptique, qui correspond anatomiquement aux dendrites et épines
dendritiques, est en charge de recevoir et d’intégrer le message chimique provenant
des neurones en amont et de le transformer en message électrique. Ce rble est assuré
par les récepteurs postsynaptiques, qui constituent de ce fait I'élément central autour
duquel tout le compartiment postsynaptique est organisé. Les récepteurs sont entourés
par des protéines d’échafaudage dont les réles sont divers, puisqu’elles sont impliquées
aussi bien dans l'architecture protéique, que dans le trafique des récepteurs ou la
régulation du cytosquelette. L'ensemble de toutes ces protéines est regroupé sous le
terme de densité postsynaptique (Vessey et Karra, 2007).

Suite a I'exocytose présynaptique, les neurotransmetteurs peuvent entrainer une action
directe lorsqu’ils se fixent sur des récepteurs postsynaptiques ionotropiques (ou
récepteurs canaux) ou une action indirecte lorsqu’ils se fixent sur des récepteurs
métabotropiques (ou récepteurs couplés aux protéines G). Ces deux types de
récepteurs ont des fonctions différentes car ils fonctionnent sur des mécanismes

d'action différents: les récepteurs ionotropiques sont impliqués dans la
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neurotransmission rapide, nécessaire a des comportements rapides précis comme par
exemple un mouvement de réflexe, alors que les métabotropiques sont impliqués dans
une neurotransmission plus lente qui joue par exemple sur la régulation de I'excitabilité
des neurones. Dans les deux cas, le processus de neurotransmission entraine I'ouverture
de canaux ioniques postsynaptiques capables de modifier les propriétés électriques
locales de I'élément postsynaptique (Figure 12A,,.).

Les récepteurs ionotropiques sont composés d'un ensemble de sous-unités assemblées
en une macromolécule. lls possedent un domaine extracellulaire formant le récepteur
spécifique a un neurotransmetteur et un domaine transmembranaire organisé en pore
qui peut passer d’'un état « fermé » lorsqu’il est au repos, a un état « ouvert » lorsqu'il est
activé. Ce changement d’état correspond a un changement conformationnel du canal,
qui survient lors de la fixation du neurotransmetteur sur le récepteur (transition fermé
- ouvert) et lors de la désensibilisation du récepteur et/ou la recapture du
neurotransmetteur (transition ouvert - fermé). Lorsque le canal est ouvert, le passage
de certains ions entre les milieux intra- et extracellulaires est rendu possible.

A la synapse entre les interneurones de la couche moléculaire et les cellules de Purkinje,
le neurotransmetteur libéré est le GABA (Briatore et al., 2010). Celui-ci va se fixer sur le
récepteur ionotropique GABA, hétéropentameére composé a ces synapses
principalement des sous-unités al1pxy2 (ou Bx correspond a l'un des trois variants de la

sous-unité [3) (Poltl et al., 2003), dont la conductance est sélective pour les ions CI.

Les récepteurs métabotropiques sont des monomeres a 7 domaines transmembranaires
dont le domaine extracellulaire forme le récepteur du neurotransmetteur et dont le
domaine intracellulaire se lie avec une protéine G trimérique (sous-unités a, B, y). La
fixation du neurotransmetteur entraine une série d’évenements en cascade: 1) la
transduction du récepteur métabotropique, c'est-a-dire son activation par
remplacement d’'une molécule de GDP en une molécule de GTP, 2) la séparation de la
protéine G du reste du récepteur, 3) la scission de la sous-unité a des sous-unités [3/y et
4) la fixation d’une de ces sous-unités sur un canal ionique pour contréler son ouverture.
A la synapse entre les fibres paralléles et les interneurones de la couche moléculaires, le
glutamate libéré va se fixer sur des récepteurs ionotopiques AMPA et NMDA, mais
également sur un récepteur métabotropique mGluR . La stimulation de ce récepteur
induit I'augmentation de la fréquence de l'activité synaptique inhibitrice spontanée

recue par les cellules de Purkinje (Karakossian et Otis, 2004).
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Synaptogenése dans le systéme nerveux central

La formation des synapses nécessite une myriade de facteurs pour activer les voix de
signalisation impliquées. Parmi eux, les molécules d'adhésion (CAMs, cell-surface
adhésion molecules) ont pour fonction d'induire Il'assemblage des futurs
compartiments pré- et postsynaptiques (pour revue : Waites et al., 2005). Par exemple,
les Neuroligines localisées a la membrane postsynaptique sont capables par trans-
activation d’entrainer la formation de I'élément présynaptique, en particulier par la
constitution des zones actives (Scheiffele et al., 2000). Leur partenaire présynaptique
B-Neurexine provoque la différenciation postsynaptique en induisant la formation des
regroupements de protéines d'échafaudage et de différents récepteurs
postsynaptiques (Graf et al, 2004). Chez I'homme, une altération de ce couple de
protéines suite a une mutation génique peut entrainer des troubles mentaux comme
un syndrome autistique (Stidhof, 2008). En effet, nous verrons dans un second temps
que les altérations des synapses sont souvent associées a des cas de retards mentaux, et
que ces modifications peuvent avoir lieu au moment du développement du réseau
neuronal.

Suite a la phase d’induction, la phase de maturation des synapses permet qu’elles
accroissent leur taille et affinent leur fonction. Il est important de noter que celle-ci se
fait simultanément entre I'élément pré- et postsynaptique (Schikorski et Stevens, 1997).
Du coté présynaptique cela correspond a une augmentation du volume, du nombre de
vésicules et de zones actives, et du coté postsynaptique a une augmentation de la
densité postsynaptique, du recrutement des récepteurs et pour les synapses excitatrices
a la formation et a 'augmentation du volume de la téte de I'épine dendritique (Waites
et al., 2005). En paralléle au développement morphologique, on observe un
développement fonctionnel des synapses. Le recrutement des récepteurs
postsynaptiques et leur changement de composition en sous-unités implique des
modifications des conductances des courants. Par exemple dans I'hippocampe la sous-
unité NR2B du récepteur NMDA est partiellement remplacée par NR2A, impliquant la
diminution de la durée des courants transitant par ce récepteur (Sorra et Harris, 2000).
Un autre exemple frappant observé dans le cervelet concerne le changement de
conductance du récepteur GABA, d'une conductance dépolarisante pendant le
développement a une conductance hyperpolarisante a I'age adulte. Ce changement
n'est pas d0 a la composition du récepteur en lui-méme, mais au remplacement d’'un
transporteur d'ions chlorures, qui conduit au changement des concentrations intra- et
extracellulaires de cet ion et donc au déplacement du potentiels d’équilibre en résultant

(pour revue : Ben-Ari, 2002).
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L'essentiel de la synaptogenese a lieu durant le développement, mais des synapses
peuvent également se former dans un systéme mature. A tous les ages, l'activité
neuronale sculpte le réseau en créant, en renforcant ou en éliminant certains contacts
synaptiques. Par exemple, une étude montre que la stimulation d’'une unique vibrisse
de rongeur in vivo durant 24h augmente le nombre et le volume des synapses
excitatrices et inhibitrices du cortex en baril (Knott et al., 2002). Ce phénomeéne est
réversible puisque plusieurs jours aprés l'arrét de la stimulation, les valeurs reviennent a
des niveaux comparables a ceux observés avant stimulation. Cette expérience illustre
bien I'existence d'une plasticité morphologique survenant a I'age adulte. Mais les
synapses matures sont également capables d’exercer une plasticité fonctionnelle. Dans
le cervelet, la synapse entre la fibre paralléle et les cellules étoilées est capable de
changer son efficacité synaptique par des mécanismes de dépression a long terme
(LTD) et de potentialisation a long terme (LTP) (Rancillac et Crépel, 2004). Ce
phénoméne modifie I'activité des interneurones sur une longue période, et aux vues de
leur connectivité avec les cellules de Purkinje, serait susceptible de modifier

I'information sortant du cervelet.

1.4. Organisation modulaire du cervelet

Les patrons d’organisation en zones topographiques sont fréquemment rencontrés
dans le systeme nerveux (par exemple les colonnes de dominance oculaire ou les aires
somatosensorielles du cortex cérebral). Ces patrons reposent sur une macro-
architecture cellulaire, une organisation des projections afférentes et efférentes,
soulignées par I'expression de marqueurs moléculaires variés (pour revue : Herrup et
Kuemerle, 1997). Il en va de méme pour le cervelet. Son organisation rostrocaudale est
reconnue depuis plusieurs décennies car elle est basée sur la compartimentalisation des
projections des cellules de Purkinje dun territoire précis, sur un noyau profond précis
(c'est-a-dire du vermis vers le noyau fastigial, des hémisphéres intermédiaires vers le
noyau interposé et des hémisphéres latéraux vers le noyau dentelé) (Chambers et
Sprague, 1955) (cf. Figure 6). Sur la base de cette organisation longitudinale, une
distribution plus détaillée d’'une dizaine de zones parasagittales a pu étre mise en
évidence par le patron d’expression de nombreux genes (Glickstein et al., 2011). De la
méme maniére, les projections des fibres grimpantes définissent ce que I'on appelle
communément des « microzones » (Andersson et Oscarsson, 1978 ; Apps et Garwicz,
2005) (Figure 13A), qui peuvent étre extrémement étroites, ne comprenant que

quelques cellules de Purkinje, comme étendues sur plusieurs folia (Jorntell et al., 2010).
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Elles sont elle-méme subdivisées en centaines de bandes parasagittales, pouvant par

exemple étre délimitées par les afférences moussues (Ekerot et Jorntell, 2003).

1.4.1. Compartimentalisation des afférences et efférences du cervelet

Les compartiments du cervelet suivent une organisation topographique. Chacun de ces
compartiments est composé d’'une bande longitudinale de cellules de Purkinje, dont les
efférences se prolongent dans la substance blanche jusque sur le noyau profond (ou

vestibulaire) correspondant (Armstrong et Hawkes, 2000).

B

Figure 13 : Compartimentalisa-
tion des afférences et efférences
du cortex cérébelleux.
A1) Diagramme du cortex céré-
belleux déployé de rat, présen-
tant l'organisation modulaire
du cervelet. Chacune des zones
(A-D2) de cellules de Purkinje
projette vers un noyau profond particulier (panneau A2) ;
ces deux derniéres recoivent chacune des afférences
olivaires de régions précises du noyau de l'olive inférieure
(panneau A3). Ces interactions sont représentées par des
- B zones de méme couleur. Beta : groupe beta de l'olive
@ accessoire médiane, DAO : olive accessoire dorsale, Dc :
) noyau dentelé caudoventral, DC : dorsal cap, Dr : noyau
s N dentelé rostrodorsal, F : noyau fastigial, IA : noyau inter-
T posé antérieur, ICG : groupe des cellules interstitielles, IP :
A2 noyau interposé postérieur, LV : noyau vestibulaire
latéral, MAO : olive accessoire médiane, PO : Olive princi-

Vst 5 = pale, Vest : noyau vestibulaire. D’apreés Glickstein et al.,
L} ' P[;/t‘?-/ . 2011. B) Représentation du cervelet de chat ou chaque
E“Z" i e zone colorée représente une microzone. D'aprés Jorntell
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De la méme maniére, chaque bande de cellules de Purkinje recoit des afférences des
fibres grimpantes organisées en faisceaux paralléles, de sorte que ces branchements
aient lieu principalement dans une méme bande parasagittale (Armstrong et al., 1973).
Ainsi, les afférences provenant d’'une aire précise de l'olive inférieure émettent d’'une
part une collatérale qui emprunte le circuit direct vers le noyau profond correspondant,
et dautre part contacte les cellules de Purkinje en remontant dans le circuit
corticocérébelleux précis qui projette vers la méme zone de noyau profond que celle du
circuit direct (Ruigrok et Voogd, 2000). Comme illustré sur la Figure 13A, on peut définir
trois microzones dans le vermis (A, X et B) et sept dans les hémispheres (C1-3, D1-2 et Y).
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Par exemple, les cellules de Purkinje de la zone C1 projettent dans le noyau interposé et
seront innervées par les fibres grimpantes précises émettant une collatérale au méme

endroit du noyau profond.

Les afférences moussues, et en particulier les afférences spinocérébelleuses,
cunéocérébelleuses, réticulocérébelleuses, et pontocérébelleuses, projettent également
en bandes parasagittales sur les cellules granulaires (Voogd et Glickstein, 1998). Les
fibres afférentes grimpantes et moussues ont des origines distinctes, et sont connues
pour avoir une organisation spatiale différente. Or, il a été démontré qu’elles
partageaient un méme champ récepteur, et un méme patron d’innervation sur les
cellules de Purkinje (Ekerot et Jorntell, 2003 ; Pijpers et al., 2008), mais qui n’est pas
uniformément superposable.

Cette organisation des différentes voies anatomiques est renforcée par leur
correspondance avec les patrons d’expression de certains génes (Herrup et Kuemerle,
1997) décris ci-apres.

1.4.2. Marqueurs moléculaires au patron « zébré »

En plus de la compartimentalisation des afférences et efférences, les cellules de Purkinje
elles-mémes ont une identité propre qui fait qu’elles ne sont pas toutes équivalentes. En
effet, bien qu’elles paraissent homogénes au sein du cervelet, des techniques
d'immunomarquage ont montré qu'’elles étaient biochimiquement différentes. Depuis
la découverte du premier marqueur moléculaire exprimé selon un patron «zébré »
(I'enzyme 5’-nucléotidase) par Scott en (Scott, 1963), une centaine d’autres marqueurs,
répartis en sept bandes parasagittales ont été décrits sur le cervelet adulte (Figure 14A).
Ces marqueurs sont de nature trés hétérogene puisqu’ils peuvent aussi bien étre des
enzymes (par exemple l'acétylcholinestérase (Boegman et al, 1988)), que des
récepteurs membranaires (par exemple le récepteur au NGF a basse affinité, LNGF-R
(Koh et Higgins, 1991)) ou des petits peptides (par exemple la motiline (Chan-Palay et
al.,, 1981)).

Parmi eux, deux marqueurs ont été particulierement explorés. En effet, deux anticorps
mis au point dans le laboratoire de Richard Hawkes (Hawkes et Leclerc, 1987) mettent
en évidence des bandes parasagittales alternant ces deux marqueurs, qui seront par la
suite appelés zébrine-l (anticorps Q155) et Zébrine-ll (anticorps Q113). Le patron
d’expression de ces marqueurs, comme indiqué sur la Figure 14 , met en évidence une

bande médiane de cellules de Purkinje Zébrine-ll positive et Zébrine-I négative, appelée
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P14+, flanquée de deux zones Zébrine-Il négatives et Zébrine | positives appelées P1-.
Ainsi, tout le long du cortex cérébelleux, on retrouve au total sept bandes bilatérales
Zébrine-ll positives (P1+ a P7+) en alternance avec des bandes Zébrine-I positives (P1-a
P7-). Du fait de sont expression chez de nombreuses espéces allant du poisson aux
mammiféres (Brochu et al., 1990), la zébrine la plus étudiée est Zébrine-Il, ce qui en fait
le chef de file de la grande famille des « zébrines ».

A Zzébrinell

D Hsp2s

Vi
Vil

Figure 14 : Expression de différentes zébrines, en bandes parasagittales dans le cervelet.

A) Schéma d'une vue dorsale du cervelet adulte de souris, illustrant la compartimentalisation
rostrocaudale et médiolatérale du cortex cérébelleux. Les zones grises représentent
I'expression de Zébrine Il et les zones claires I'expression de Zébrine I. La nomenclature des
bandes Zébrine Il positives (P1+ a P7+) est représentée par les chiffes (1 a 7 sur le schéma).
D’aprés Armstrong et Hawkes, 2000. B) Expression de la protéine L7-LacZ surun cervelet entier
de souris durant le développement, a P11. D’apreés Voogd, 2010. C) Expression du transporteur
du glutamate EAAT4-GFP sur un cervelet de souris a P40. D) Immunodétection a la péroxidase
de la protéine Hsp25 sur coupe de cervelet de souris. D’aprés Armstrong et Hawkes, 2000. E)
Expression de Zébrine Il (rouge) et Plcf4 (vert) dans le cervelet de souris, au niveau antérieur
a gauche et postérieur a droite. Ces deux protéines ont un patron complémentaire. D’apreés
Sillitoe et al., 2009. F) Marquage immunocytochimique dirigé contre la protéine Zébrine Il sur
une section de cervelet adulte de souris. On peut observer ici les bandes P1+ et P2+ au niveau
du lobule lll dans le lobe antérieur du vermis. D’aprés Ahn et al., 1994.

Zébrine-ll est une enzyme participant a la glycolyse, I'aldolase C (Ahn et al., 1994),
qui catalyse I'hydrolyse du fructose-1,6-biphosphate en dihydroxyacetone phosphate et
glycérol-3-phosphate. Ce qu’il est remarquable de noter, c'est que le patron
d’expression de Zébrine-Il coincide avec la compartimentalisation des fibres grimpantes
(Gravel et al., 1987; Voogd et al., 2003). Plus généralement, on peut remarquer une forte
relation entre I'organisation anatomique et le patron d’expression de certaines zébrines,
c'est-a-dire entre les afférences et efférences, et les bandes de marqueurs moléculaires.
Pour illustrer ceci, nous pouvons mentionner par exemple brievement, que la zone A

vermiale est délimitée par P1+/P1- dans le lobe antérieur, ou que la zone C2 est
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délimités par P5+. En plus de cette segmentation anatomique des afférences
grimpantes par rapport au patron zébré, il est démontré que les propriétés synaptiques
sont différentes entre les bandes Zébrine-Il positives et négatives. En effet, les fibres
grimpantes des bandes Zébrine-Il positives possedent un pool de vésicules directement
libérables plus grand, sont capables de soutenir une forte libération multivésiculaire et
produisent des courants synaptiques de plus grande amplitude (Paukert et al., 2010).
Ainsi, a la segmentation anatomique et chimique des cellules de Purkinje et de certaines
afférences s'ajoute également une segmentation fonctionnelle, qui est susceptible
d’'étre observée pour certains autres types cellulaires de cervelet comme par exemple
les interneurones de la couche moléculaire.

1.4.3. Compartimentalisation des interneurones de Ila couche
moléculaire

Une partie de mon travail de these, décrite dans la deuxiéme partie du présent
manuscrit, a eu pour but d’approfondir nos connaissances concernant la segmentation
fonctionnelle des interneurones de la couche moléculaire suivant les bandes
parasagittales du cervelet (Publication 2). En effet, il est connu que les interneurones de
la couche moléculaire voisins forment un réseau (Kondo et Marty, 1998), ce réseau
s'inscrirait de maniére prédominante dans une méme microzone parasagittale (Jorntell
etal, 2010) (Figure 13B). De plus, il est démontré que le champ récepteur de ces réseaux
d’interneurones est strictement superposable a celui des fibres grimpantes (Jorntell et
Ekerot, 2002, 2003b), et ceci dans des compartiments précisément délimités.
Récemment, une étude fonctionnelle in vivo menée par le groupe de Ebner, utilisant des
techniques d’'imagerie dynamique, montre que l'activation de l'inhibition de la couche
moléculaire par stimulation d'un faisceau de fibres paralléles, ne sactivait pas de

maniere homogene, mais suivant les zones parasagittales (Gao et al., 2006).

Ainsi une ou plusieurs bandes longitudinales de cellules de Purkinje fonctionnellement
lies, c'est-a-dire comprenant leurs efférences vers les noyaux profonds, leurs afférences
grimpantes et moussues, les différents types cellulaires du cortex cérébelleux, et
identifiables par des marqueurs moléculaires particuliers forment ce que I'on appelle
communément un module. Ces modules sont considérés comme I'unité fonctionnelle
corticonucléaire du cervelet. Cette organisation modulaire est remarquablement
reproduite entre les espéces, ce qui suggére qu’elle a été conservée au cours de
I'évolution et est donc probablement nécessaire au bon fonctionnement du cervelet. De

ce fait, tenant compte de I'importance des interneurones de la couche moléculaire dans
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la modulation de l'activité du cervelet, ainsi que lIimportance des modules dans le
fonctionnement cérébelleux, il apparait intéressant d’étudier la compartimentalisation

de ces cellules dans le cortex en fonction des bandes parasagittales.

1.5. Grandes fonctions du cervelet

Depuis plus de 200 ans, les études cliniques ont montré que les lésions du cervelet
affectaient les mouvements, générant par exemple des ataxies. Ces symptoémes
peuvent dans certains cas étre accompagnés de symptdémes cognitifs (par exemple des
retards d’apprentissage moteurs et des retards d’apprentissage du langage) (Glickstein
et al., 2009). Par manque de preuves expérimentales, le role du cervelet dans la
cognition fut longtemps ignoré, laissant place uniquement a I'étude des fonctions
motrices. Cependant, ces dernieres années, des études cliniques utilisant des
techniques de neuroimagerie ont permis d’accumuler des preuves confortant de plus
en plus de chercheurs dans l'idée d'un réle du cervelet dans certaines fonctions
cognitives. Cette section a pour but d'évoquer trés brievement ces deux grandes
fonctions cérébelleuses, en insistant sur les fonctions cognitives qui sont moins bien

connues a ce jour.

1.5.1. Fonctions motrices du cervelet

Une tache motrice a premiere vue trés simple, comme par exemple prendre un verre
d’eau avec la main, requiert un traitement complexe de nombreuses informations qui
sont capitales pour commander la séquence motrice appropriée aux muscles du bras et
de la main. En particulier dans cet exemple, cela concerne des informations visuelles
pour repérer I'emplacement de I'objet, des informations proprioceptives pour évaluer la
position de son propre corps dans I'environnement et des informations tactiles pour
sentir le contact de I'objet dans le but de le saisir. De maniére plus générale, le cervelet
intervient dans la modulation de la séquence motrice nécessaire au maintient de
I'équilibre et de la posture, a la planification d'un mouvement, la coordination motrice,
I'apprentissage moteur et a certains mouvements reflexes des yeux (ces fonctions sont
décrites précisément dans (Kandel et al., 2000)). Il est d’ailleurs supposé que l'activité
des cellules de Purkinje assure la réalisation de ces fonctions par le moyen d'un codage

temporel de leur patron de décharge.
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1.5.2. Fonctions cognitives du cervelet

Bien que le cervelet ne soit assurément pas le point central des fonctions supérieures,
telles que le langage, la mémoire, la capacité de raisonnement, il est néanmoins
reconnu comme une structure essentielle a leur bon fonctionnement. Initialement,
I'étude du cervelet a été gouvernée par l'intérét de ses réles dans le contréle moteur.
Cependant, les toutes premieres études cliniques physiologiques et comportementales
mettaient déja en évidence des dysfonctionnements cognitifs chez des patients
présentant des lésions cérébelleuses, comme des retards d’apprentissage du langage
chez des enfants ou un déficit d’apprentissage de taches associatives simples (pour
revue : Glickstein et al.,, 2009). Ces dernieres années, la question des mécanismes
possiblement impliqués dans des fonctions de nature non motrices a pu étre
spécifiqguement posée.

L'une des premieres observations impliquant le cervelet dans les fonctions cognitives
est fondée sur une constatation phylogénétique. En effet le vaste développement des
hémispheres cérébelleux et du noyau dentelé chez les primates et en particulier chez
I'homme (Leiner et al., 1986) (cf. Figure 5) suggére que ces deux structures soient
nécessaires a l'application de fonctions supérieures dont seuls les humains disposent.
Cette observation a été complétée par des preuves anatomiques, cliniques et surtout
d'imagerie sophistiquée comme l'imagerie par résonnance magnétique et l'imagerie
fonctionnelle.

Des études anatomiques ont par exemple démontré que la région dorsale du noyau
dentelé projette vers les cortex moteur et prémoteur, alors que la région ventrale
projette vers les cortex préfrontal et pariétal, qui sont des régions impliquées dans la
cognition (Dum et Strick, 2003). Ceci nous indique que le cervelet est connecté par des
voies distinctes a des aires motrices d’'une part et associatives d'autre part, et sous-
entend son implication a la fois dans les fonctions motrices et cognitives. Pour conforter
cette idée, des études comportementales et fonctionnelles ont montré que le noyau
dentelé semblait particulierement impliqué dans les processus d’acquisition et de
traitement des informations sensorielles pour des taches nécessitant un jugement
spatial et temporel, tous deux essentiels a la planification de séquences motrices
complexes (Kandel et al., 2000).

Au vues du fonctionnement modulaire du cervelet, il était intéressant de vérifier si les
résultats obtenus sur les noyaux profonds et leurs projections cités ci-dessus étaient
également observées au niveau du cortex cérébelleux. Et en effet, une étude

fonctionnelle récente a pu montrer que certaines aires cortico-cérébelleuses du lobe
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postérieur ont un role avéré dans le langage, la mémoire verbale ou encore les
processus émotionnels, qui sont indépendantes des aires cérébelleuses sensorimotrices
(Stoodley et Schmahmann, 2009). Ces aires cortico-cérébelleuses indentifiées comme
purement cognitives sont organisées en boucles de régulation impliquant les voies
anatomiques cérébro-cérébelleuses passant principalement par le noyau dentelé. Un
exemple de connectivité implique les cellules de Purkinje de Crus II, qui recoivent des
afférences de l'aire préfrontale dorsolatérale 46, et renvoient leurs projections dans
cette méme zone préfrontale (Kelly et Strick, 2003). Ce circuit de régulation doit étre
fortement impliqué dans la fonction cognitive puisque I'aire corticale 46 joue un réle
essentiel dans des fonctions supérieures telles que la planification, la mémoire de
travail, le maintien de I'attention ou la régulation de I'action. Des Iésions de cette zone
peuvent altérer la mémoire a court terme et entrainer des difficultés d'inhibition, de
jugement, et de planification. Il serait donc tentant de penser que des altérations de
cette boucle, au niveau du cervelet, des voies impliquées, ou des noyaux profonds

modifie le traitement correct de l'information par cette zone corticale.

Ainsi, ces quelques exemples nous permettent de penser que le cervelet doit exercer
une influence modulatrice des fonctions cognitives. Pour plus de détails, le lecteur
intéressé pourra entre autre consulter les revues suivantes: (Leiner et al, 1986;
Schmahmann et Sherman, 1998; Steinlin, 2008).

2. Etude d’un cas pathologique: le retard mental

Dans les pays développés, le retard mental est la cause la plus fréquente de handicap
sévere chez I'enfant et représente aujourd’hui un des plus grands défis auxquels sont
confrontés les cliniciens. La prévalence du retard mental est estimée entre 1 et 3 % de la
population générale (Mandel et Chelly, 2004), bien que ces chiffres soient en
perpétuelle évolution du fait de I'amélioration récente des techniques de dépistage et
de sensibilisation. En Europe centrale, environ 8% des dépenses de soins sont
consacrées aux handicaps mentaux, ce qui dépasse de loin le colt de chacune des
autres catégories de troubles répertoriés (Ropers et Hamel, 2005). La charge morale et
financiere qu'il représente pour les familles et la société, font du retard mental I'un des
problémes les plus préoccupants de la médecine moderne.

La grande complexité du retard mental réside dans le fait que cette pathologie est
multiple, divisée en dizaines de syndromes, tous différents. Différents de par leur

étiologie, de par leur manifestation, de par leur identification. Heureusement, tous les
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cas ne sont pas isolés, ce qui a permis aux cliniciens d’étudier des cohortes
sensiblement homogenes de patients et d'arriver a faire ressortir une classification, a
mettre en évidence les causes génétiques pouvant engendrer un retard mental, et dans
certains cas les processus cellulaires et moléculaires pathologiques qu’elles sous-

tendent.

2.1. Généralités : définition et diagnostique

Bien que ceci soit ouvert a la controverse, I'Association Américaine de Psychiatrie
(American Psychiatric Association, APA) définit le retard mental comme une pathologie
caractérisée par trois criteéres symptomatiques: « La caractéristique essentielle du retard
mental est un fonctionnement intellectuel général significativement inférieur a la moyenne
(critére A), qui s‘Taccompagne de limitations significatives du fonctionnement adaptatif dans
au moins deux des secteurs d’aptitude suivants: communication, autonomie, vie
domestique, aptitudes sociales et interpersonnelles, mise a profit des ressources de
I'environnement, responsabilité individuelle, utilisation des acquis scolaires, travail, loisirs,
santé et sécurité (critére B). Le début doit survenir avant I'dge de 18 ans (critére C). » (APA,
2004).

Le fonctionnement intellectuel est communément évalué par des tests de Quotient
Intellectuel (QI) normalisés, comme par exemple le test de Binet-Stanford ou encore les
échelles de Wechsler, dont le but est de déterminer un score de Ql a un questionnaire
individuel. Ce dernier test est aujourd’hui le plus employé. Il classe les résultats obtenus
suivant une distribution statistique ou 100 représente la moyenne de la population
générale et 70 la limite sous laquelle un retard mental sera diagnostiqué (Figure 15). Le
test permet également de prendre en considération le degré de sévérité reflétant le
niveau de déficit intellectuel. Ainsi, pour des QI entre 55 et 70 on observe un retard
mental Iéger, entre 40 et 55 un retard mental moyen, entre 25 et 40 un retard mental

grave et pour des niveaux inférieurs un retard mental profond.

Figure 15 : Prévalence des retards mentaux.
En admettant que la distribution du
quotient intellectuel (Ql) de la population
générale suive une Loi Normale, Ia
prévalence théorique des retards mentaux
(Ql<70) devrait atteindre 2,5%. Cependant,
les études épidémiologiques révélent un
exes de cas de retard mentaux par rapport

Q a ces valeurs théoriques. Adapté d’aprés
Chelly, 2000.

Courbe théorique
(loi Normale)
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Plus que des scores de QI faibles, ce sont préférablement les altérations du
fonctionnement adaptatif qui sont prises en compte comme symptémes d'un retard
mental. Ce terme fait référence a la capacité de l'individu a ajuster son comportement
dans des conditions de la vie quotidienne et en société, le diagnostic étant établi
comparativement a des individus du méme groupe d’age. Ces deux criteres doivent
bien entendu prendre en considération le contexte socioculturel de l'individu, son
niveau d’'étude, les handicaps associés ou encore sa motivation a réaliser un test, et en
conséquence choisir une évaluation adaptée. En effet, les sujets atteints de retard
mental ont une prévalence de trois a quatre fois plus élevée que la population générale
a développer des troubles mentaux associés. Ceux-ci peuvent se décliner en
comportements divers, puisque certains individus seront de type passif alors que
d’autres plutét impulsifs, voir agressifs, d'autres présenteront des troubles de
I'attention, une hyperactivité, des troubles de I'hnumeur ou bien encore des difficultés
motrices (APA, 2004).

Les causes du retard mental sont extrémement hétérogénes et dans la moitié des cas ne
sont pas identifiées. Parmi celles qui sont bien identifiées, I'étiologie est
environnementale ou génétique (pour plus de détails, voir le tableau 1 de Humeau et
al., 2009). Les causes environnementales comprennent par exemple la malnutrition
durant la grossesse, les ischémies cérébrales périnatales, le syndrome d'alcoolisme foetal
et de maniéere générale toute contamination par des éléments neurotoxiques ou
infectieux. En ce qui concerne les causes d’origine génétique, elles représentent prés de
la moitié des cas identifiés. Les anomalies chromosomiques comme les aneuploidies ou
les microdélétions sont fréquentes (par exemple le syndrome de Down atteint 1,2
nouveaux nés sur 1000) et les mutations monogéniques comptent plusieurs centaines

de génes candidats déja référencés.

Historiquement, les formes génétiques de retard mental sont regroupées en deux
catégories: les formes dites syndromiques, qui sont associées a des manifestations
cliniques, anatomiques, métabolique ou biologiques visibles, et les non-syndromiques
dont le seul symptome est la déficience cognitive. Deux tiers des cas seraient identifiés
comme étant non-syndromiques contre un tiers de syndromiques, cependant
aujourd’hui ces deux catégories tendent a étre contrebalancées, car beaucoup des
formes syndromiques étaient préalablement considérées comme non-syndromiques
avant qu’un diagnostic clinique n’ait pu étre mis en place (Fishburn et al., 1983 ; Frints et
al., 2002). Une des explications possibles a ce défaut d'identification réside dans le fait

que les patients exprimant des problemes développementaux complexes a I'origine du
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retard mental seraient plus susceptibles de subir un caryotype que les patients ayant un
retard mental non-syndromique, d’autant plus que dans un grand nombre de cas, le
caractere syndromique n’est apparent que tard dans la vie du patient (Ropers et Hamel,
2005). Ainsi, sans indice évident sur la nature du retard mental pouvant permettre
d’'orienter les examens, et au vue du colt d'un dépistage sur le génome entier, les
retards mentaux non-syndromiques trouvent par conséquent plus rarement leur

étiologie.

2.2, La génétique des retards mentaux: particularité du
chromosome X

Les processus qui ont permit la compréhension des mécanismes engendrant un retard
mental sont sans doute liés au rapprochement entre cliniciens, généticiens,
physiologistes et spécialistes en neurosciences cognitives au sein d’organisations
multinationales (par exemple The Euro-MRX Consortium). En effet, les cliniciens, au
contact direct des patients, ont su regrouper des cohortes de patients afin d’identifier
des facteurs communs pouvant étre a l'origine des pathologies. La découverte des
causes monogéniques comme l'une des origines du retard mental a été accélérée par
I'aboutissement du projet de séquencage complet du génome humain. Elle aura
également permis la génération d’animaux transgéniques, appelés modéles animaux,
invalidés pour un géne lié a une pathologie mentale d'origine monogénique. Ces
modeles animaux permettent de reproduire et donc d’étudier les disfonctionnements
observés chez 'Homme, que ce soit au niveau moléculaire, cellulaire, physiologique ou
comportemental. Leur étude est donc capitale pour commencer a comprendre les

conséquences de l'inactivation de genes.

Depuis 1890, de nombreuses études rapportent que plus d'hommes que de femmes
seraient inscrits dans les institutions spécialisées pour les handicapés mentaux. Il est
intéressant de noter que cet écart fut initialement interprété par le fait que les jeunes
filles concernées étaient gardées par leurs parents a la maison a cause des préjugés de
la société de I'époque (Chelly et Mandel, 2001). Cependant, la découverte de familles
entiéres dont le retard mental atteignait strictement les hommes a progressivement fait
lever I'ambiguité sur le fait que les hommes sont effectivement de 30 a 50 % plus
touchés que les femmes par le retard mental et que ces troubles étaient susceptibles
d'étre causés par des mutations des chromosomes sexuels (Fishburn et al., 1983). Cette
différence s’explique par le fait que la majorité de ces mutations du chromosome X sont
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récessives, mais les hommes, qui ne possedent qu’une seule copie du chromosome X,
seront affectés de maniere prédominante par rapport aux femmes qui elles sont
naturellement protégées (Gécz et al., 2009). Durant les années 1970, l'identification du
syndrome du X Fragile fut une étape clé de cette découverte. Le grand intérét suscité
par cette forme de retard mental a entrainé la découverte d'autres genes dans des
régions chromosomiques proches et attiré toute l'attention des médecins et des
scientifiques presque exclusivement sur le chromosome X. Ce groupe de génes et les
pathologies d’ordre mental qu’ils engendrent sont regroupés sous le terme de retard
mental lié au chromosome X (XLMR, X-linked Mental Retardation) (Chelly, 1999).

Les genes impliqués dans un retard mental lié au chromosome X sont connus pour
coder différents types de protéines telles que des facteurs de transcription ou de
modelage de I'’ADN, des protéines transmembranaires, des protéines du cytosquelette,
des effecteurs ou régulateurs de voies de signalisation. Malgré cette apparente
diversité, le retard mental peut étre vu comme la voie finale de divers processus
pathologiques affectant le fonctionnement du systeme nerveux central. En effet, il est
fortement supposé que des altérations dans les voies de signalisation cellulaires et
moléculaires au niveau neuronal pourraient sous-tendre ce type de dysfonctionnement

cognitif.

2.3. Systeme nerveux central et retard mental

La découverte de la mutation du géne FMR1 comme cause monogénique du Syndrome
du X Fragile (Verkerk et al., 1991), a été I'élément déclencheur ayant poussé a la
recherche de la fonction des protéines impliquées dans les pathologies mentales. Ce
syndrome est l'une des causes monogéniques les plus courantes de retard mental
(incidence 1/5000). L'engouement suscité pour ce domaine de recherche a permis la
mise en évidence de dizaines de genes liés a un retard mental exprimés dans le cerveau,
et plus particulierement au niveau des synapses. FMRP, la protéine produite a partir de
FMRT1, est lI'une des protéines qui a été le plus étudié et qui de ce fait illustre
probablement le mieux [Iimportance des aberrations synaptiques dans la
physiopathologie des retards mentaux. Elle est impliquée dans le développement des
dendrites et dans la fonction synaptique globale ou elle assure la traduction rapide des
genes comme par exemple de la protéine PSD-95 (Antar et Bassell, 2003).

De maniére plus générale, notre équipe pense que les défauts de régulation dans

I'activité synaptique et dans la morphologie des épines dendritiques ou la neurogenése
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seraient des conséquences communes de la mutation d'un grand nombre de génes a

I'origine des désordres mentaux dans leur sens le plus large (Humeau et al., 2009).

2.3.1. Hypothése synaptique du retard mental

A ce jour, prés de 300 génes liés a un retard mental ont été identifiés (Inlow et Restifo,
2004). Beaucoup de ces génes sont impliqués dans le développement du cerveau
(Vaillend et al., 2008), d"ailleurs les formes les plus graves sont souvent associées a des
malformations critiques du systeme nerveux central. Cependant, dans certains cas
comme par exemple les retards mentaux non-syndromiques, aucune modification
macro-architecturale n'a pu étre mise en évidence. Il est alors tentant de penser que ces
cas pourraient trouver une explication dans des défaillances plus fines, comme par
exemple au niveau des synapses (Humeau et al., 2009). En effet, un grand nombre de
ces protéines impliquées dans un retard mental sont précisément enrichies dans les
compartiments pré- et postsynaptiques (Humeau et al., 2009). Sur la Figure 16B, sont
représentés des exemples de ces protéines synaptiques dont les mutations ont été

associées a des formes de retard mental d'origine monogénique.
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Figure 16 : Exemples d’anomalies synaptiques rencontrées lors d’un retard mental.

A) Schéma représentant les épines dendritiques classiquement observées chez des animaux
sauvages (WT) et chez des modéles animaux de retard mental (RM). Dans ce deuxiéme cas, les
épines dendritiques sont souvent dysmorphiques. B) lllustration d’'une synapse typique, ou
sont représentés des exemples de protéines synaptiques dont les mutation ont été associées
a des formes de retard mental d'origine monogénique. Certaines de ces protéines sont
connues pour étre des acteurs du fonctionnement synaptique. D'aprés Humeau et al., 2009.
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L'hypothése de l'origine synaptique des défaillances cognitives est soutenue par des
évidences histologiques. Par exemple, I'analyse post-mortem de patients montre dans
certains cas des altérations de la forme et de la densité des épines dendritiques
(Kaufmann et Moser, 2000) et la gravité de ces altérations serait corrélée a la sévérité du
retard mental (Purpura, 1974). De maniére intéressante, les altérations dans la
morphologie des épines dendritiques sont également présentes dans la plupart des
lignées de modeéles animaux murins qui ont subi l'invalidation d’'un géne lié au retard

mental.

Anomalies morphologiques des dendrites et épines dendritiques

Depuis les années 1970, les techniques de marquage des neurones ont pu mettre en
évidence des modifications des dendrites chez des patients atteints de retard mental
liés a des causes aussi bien environnementales que génétiques. Ces premieres études
réalisées sur les cellules pyramidales du cortex cérébral ont démontré deux altérations
fondamentales chez l'adulte : une réduction dans le nombre et la longueur des
dendrites ainsi qu'une modification de la morphologie et une baisse du nombre
d’'épines dendritiques (Huttenlocher, 1970; Purpura, 1974; Kaufmann et Moser, 2000). En
effet, a la fois les branches apicales et basales des dendrites de ces cellules se trouvent
étre plus courts ou moins ramifiés dans le cerveau des patients atteints d’'un retard
mental. En ce qui concerne les épines dendritiques, elles sont plus rares et de forme
filopodiale, c'est-a-dire longues et fines, avec une diminution du volume de la téte et du
cou, faisant penser a des épines immatures (Figure 16A). Depuis les premiéres études,
les observations faites sur les cellules pyramidales ont été étendues a d'autres types
neuronaux et associées a des perturbations de l'organisation des microtubules du
cytosquelette (Purpura, 1982; Kaufmann et Moser, 2000). De telles modifications des
dendrites et de leurs épines conduisent a une nette diminution de la surface et du
volume du compartiment postsynaptique. Cela se répercute, dans le cas d’anomalies
dendritiques, en une baisse de la densité globale de synapses, et dans le cas d’anomalie
des épines, probablement en une réduction de la densité des synapses excitatrices en
particulier, étant donné que les contacts excitateurs se font majoritairement sur les
épines (Gray, 1959). Néanmoins, toutes ces altérations ne sont pas nécessairement
présentes dans tous les cas. Huttenlocher en 1991 fait entre autre référence a des
adolescents présentant un retard mental plus ou moins profond, chez qui les dendrites

apparaissent identiques a ceux des individus controles.
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Anomalies du développement du systéme nerveux

Le bon développement du cerveau nécessite un contrble spatiotemporel strict de la
neurogeneése, de la différenciation et de la migration cellulaire. Sans cela, le réseau
neuronal ne peut pas se mettre en place. Ainsi il existe des syndromes mentaux qui sont
caractérisés par une croissance physique et neurologique anormale, ou la croissance du
cerveau est retardée. L'un des exemples le plus connu est le syndrome de Down, pour
lequel la taille et le poids du cerveau sont réduits a la naissance, les gyri du cortex
cérébral sont immatures et la myélinisation des fibres corticales est retardée (Kaufmann
et Moser, 2000). Concernant les épines dendritiques, les données sont moins univoques,
mais iraient dans le sens de malformations tardives durant le développement de
I'individu, qui surviennent aprés la naissance mais qui ne sont pas présentes pendant le
développement précoce chez le foetus (Takashima et al.,, 1981). Une étude similaire
chez des enfants agés de quatre mois a sept ans présentant un syndrome de Down, a
obtenu le méme type de résultats sur la longueur des dendrites. La période critique
interviendrait aux alentour des 6 mois de vie postnatale, a partir de laquelle
I'arborisation dendritique serait significativement moins étendue que chez le groupe
contréle (Becker et al., 1986).

Un autre exemple de forme de retard mental comportant des aspects
développementaux est le syndrome de Rett. Ce retard mental syndromique est
caractérisé par une enfance précoce apparemment normale, suivie d'un arrét du
développement neurologique entre deux et dix ans. Plusieurs études montrent que si
les cortex cérébraux les plus postérieurs sont préservés, les plus antérieurs (cortex
prémoteurs, moteurs et temporal inférieurs) présentent des cellules pyramidales
anormales : leur soma est moins volumineux, leur arborisation est asymétrique et ne
possede que peu d’épines dendritiques, certaines branches en étant complétement
démunies (Belichenko et al., 1994; Armstrong et al., 1995; Bauman et al., 1995).

Conséquences envisagées sur le fonctionnement neuronal

Les conséquences a l'invalidation de génes impliqués dans le développement et/ou le
fonctionnement synaptique contribuent nécessairement, si des mécanismes
compensatoires ne sont pas mis en place, a des perturbations de lintégration
synaptique. Ces perturbations a I'échelle de la synapse peuvent avoir lieu aussi bien du
coté présynaptique, si le géne invalidé influence par exemple une étape de la libération
de neurotransmetteur ; que postsynaptique, si le géne invalidé influence par exemple la
structure ou la composition de la densité postsynaptique. Dans les deux cas, il en
résulterait un déreglement de l'activité du réseau neuronal, qui pourrait méme étre
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généralisé a l'ensemble d'une structure cérébrale, ceci en fonction du patron
d’expression du géne concerné.

De telles modifications ont en effet déja été observées sur des modeles animaux
mimant des mutations monogéniques humaines, et ceci pour un nombre grandissant
d’études fonctionnelles. Par exemple dans I'hippocampe, il est montré que la
dépression a long terme impliquant les récepteurs métabotropiques du glutamate
(MGIUR-LTD) est affectée chez les lignées d’animaux knock out fmr1 et frx2 (Syndrome
du X Fragile) (Zhang et al.,, 2009). L'invalidation de MeCP2 (syndrome de Rett) entraine
une hyper-anxiété et un manque d’interaction sociale de ces animaux ainsi qu’une
modification du patron de décharge des afférences corticales de 'amygdale latérale
passant d'un mode tonique a un mode phasique et une altération de la LTP
présynaptique a cette méme synapse (Gambino et al., 2010).

Ces multiples exemples renforcent les éléments en faveur de I'hypothése de l'origine
synaptique des retards mentaux. Le fait de centrer notre étude sur les syndromes
d’origine monogénique est lié au fait qu'ils sont les seuls a offrir un tel potentiel dans la
compréhension des mécanismes pathologiques a l'origine du désordre cognitif
observé. A ce jour, notre laboratoire se penche sur 5 lignées d’animaux invalidés pour ce
type de genes (llTrapl1, Rsk2, Gdi1, Ophn1 et Mecp2). Durant mon doctorat, jai eu
I'occasion de m'intéresser plus particulierement a I'un d’entre eux : le géne ilTrapl1, qui

fait I'objet de la premiére partie des résultats (Publication1).

2.3.2. Implication de il1rapl1 dans le fonctionnement synaptique

Il1rapl1 et son implication dans les troubles mentaux

ILTRAPL1 (Interleukin 1 receptor accessory protein-like 1) est une protéine de 696 acides
aminés principalement exprimée dans le cerveau (Born et al., 2000). Plus précisément,
on retrouve une forte expression de la protéine dans I'hippocampe ou encore le cortex
piriforme, des structures impliquées de maniére générale dans la mémoire, ainsi que
dans le bulbe olfactif, les cellules de Purkinje et les cellules granulaires du cervelet
(Figure 17A). La protéine IL1RAPL1 fait partie de la superfamille des récepteurs IL-1/Toll,
et la sous-famille des « Interleukin 1 receptor accessory protein-like » (IL1RAPL) (Bahi et
al., 2003). Elle posséde une région extracellulaire composée de trois domaines
immunoglobuline, un segment transmembranaire et un domaine intracellulaire TIR
(Toll/IL-TR homology domain) (Figure 17B). Son gene ILTRAPLT, lorsqu'il est muté, est
responsable d'un retard mental d’origine génétique lié au chromosome X, de type non-
syndromique, observé chez des famille de patients (Carrié et al., 1999). Des délétions,
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inversions et mutations de ce géne ont été retrouvées dans le cerveau de patients
atteints d’'un retard mental (Leprétre et al., 2003; Sasaki et al., 2003), ou d'un syndrome
d’autisme (Piton et al., 2008). Des études utilisant plusieurs tests cognitifs spécialisés
dans divers domaines comme le langage ou la perception, indiquent que l'invalidation
ou l'expression anormale de IL1RAPL1 porte atteinte aux capacités cognitives de
I'individu et peut en particulier toucher la mémoire et la concentration (Gao et al., 2008).

A B Toll-like R IL1-R ILIRAPL1

Domaines riches

en leucine Domaines

«lg-like»

|
Domaine TﬂRI i

\f"%
Figure 17 : La superfamille des recepteurs IL1/Toll.

A) Hybridation in situ ciblant les ARNm de il1rapl1 sur une section de cerveau de souris adulte.
ll1rapl1 est fortement exprimé dans le bulbe olfactif, le cortex piriforme, I’hippocampe et le
cervelet. D’‘aprés Allen Institute for Brain Science, http://www.brain-map.org/. B)
Représentation schématique des trois familles de récepteurs transmembranaires qui
composent la superfamille des récepteurs IL1/Toll : Toll-like receptor, Interleukin1-receptor
(IL1-R) et Interleukin 1 receptor accessory protein-like (IL1RAPL), pour laquelle ILTRAPL1 est
représentée. D’aprés Bahi et al., 2003.

Interactions d'il1rapl1 avec des protéines synaptiques et conséquences de son invalidation

Bien que les propriétés biologiques et physiologiques de IL1RAPL1 soient encore peu
connues, il est démontré qu'elle interagit avec deux protéines largement exprimées
dans les neurones et d'un réle capital pour le fonctionnement synaptique : NCS-1 (Bahi
et al.,, 2003) et PSD-95 (Pavlowsky et al., 2010a) (Figure 17B).

NCS-1 (Neuronal Calcium Sensor-1) appartient a la superfamille des Calmodulines (CaM)
qui régulent I'exocytose calcium dépendante (Levitan, 1999). Le role de NCS-1 est de
moduler les canaux calciques de type P/Q et N par des voies de signalisation impliquant
un autorécepteur couplé a des protéines G. En effet, NCS-1 a été démontré comme
possédant un role double et antagoniste puisqu'il peut a la fois augmenter ou diminuer
les niveaux de calcium (Weiss et al., 2010). En conséquence, lI'implication de NCS-1 dans
les niveaux de calcium présynaptiques en fait un acteur important de la fusion
vésiculaire et donc de la libération des neurotransmetteurs. Dans une étude portée par
notre équipe, il a été montré qu’'un déséquilibre dans I'expression de la protéine il1rapl1
dans des cellules PC12, impliquait une baisse de I'activité neuroendocrine des canaux

45



calciques de type N spécifiquement, provoquant en retour un déficit d’exocytose dans
ces cellules (Gambino et al., 2007).

PSD-95 est une protéine d’échafaudage majeure des synapses excitatrices (Ehrlich et al.,
2007), connue pour promouvoir leur maturation et leur stabilisation (El-Husseini et al.,
2000). Dans des études récentes du groupe de Jamel Chelly, il est démontré que
ILTRAPL1 régule la densité des épines dendritiques et la localisation de PSD-95 dans la
synapse, via la voie de signalisation JNK (c-Jun terminal kinase) (Kim et al., 2007;
Pavlowsky et al., 2010b) et non pas par les voies IL1/Toll qu’elle active habituellement
(Born et al.,, 2000 ; Khan et al., 2004 ; Pavlowsky et al., 2010a). En effet, l'inactivation du
gene ilTrapl1 sur un modele murin (KO il1rapl1) implique une diminution de la densité
des épines dendritiques dans I'hippocampe, sans altérer ni I'élément présynaptique, ni
la morphologie des épines restantes, ni les synapses inhibitrices (Pavlowsky et al.,
2010a). Cette altération du nombre de synapses excitatrices entraine des conséquences
fonctionnelles puisque la synapse entre les collatérales de Schaeffer et la région CA1 de

I'hippocampe présente un défaut dans la consolidation de la LTP.

Etant donné que ILTRAPL1 controle NCS-1 et PSD-95 et que ces deux protéines sont
fortement impliquées dans la fonction synaptique, il est tentant de penser que les
niveaux d’expression de ILTRAPL1 que l'on peut trouver suite a une mutation de son
géne puisse étre critique pour le fonctionnement synaptique normal et ceci aussi bien

sur les synapses excitatrice qu'inhibitrices.
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DEUXIEME PARTIE : RESULTATS
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1. Déséquilibre de la balance excitation / inhibition dans le
cervelet en développement en I'absence de la protéine
ILTRAPL1.

Il existe un fort contraste entre la connaissance acquise ces vingt derniéres années dans
les domaines de la génétique et de I'histologie des retards mentaux comparativement
a leur étude physiopathologique, ceci bien que les premiers modéles animaux soient
apparus il y a plus de quinze ans. Cependant, si I'on considére les modifications de
I'organisation de la synapse mises en jeu lors de mutations dans des génes a l'origine de
protéines synaptiques, il parait a ce jour difficile d'imaginer que des altérations de la
morphologie des épines ou du développement des synapses comme celles que I'on
observe lors de retards mentaux d’origine monogénique, n’‘affectent pas l'activité
neuronale. En outre, il semble également essentiel d’essayer d’appréhender les
conséquences de l'invalidation de ces génes sur la maturation des réseaux neuronaux.
En effet, dans un contexte de pathologies cognitives telles que les retards mentaux et
l'autisme, il apparait approprié d'étudier les propriétés d'un systeme en

développement, et pas uniquement I'impact sur le systéme pleinement mature.

Nous nous proposons donc d’étudier la mise en place des connexions du systéme
nerveux central chez des animaux invalidés pour le géne Il1rapl1, comparativement a
des animaux sauvages. Le choix du cervelet comme modele de cette étude est basé sur
plusieurs critéres. Premierement, le cervelet est une structure qui se développe apres la
naissance, entre PO et P30 (Altman et Bayer, 1997), ce qui nous permet une approche
confortable utilisant des animaux nés naturellement, et non pas des embryons prélevés
sur les meres ; deuxiemement, la protéine IL1RAPL1, ainsi que son partenaire NCS-1, ont
un fort taux d’expression dans le cervelet (Bahi et al., 2003), ce qui suggere qu'ils ont un
réle fonctionnel ; troisiemement, il existe de plus en plus d'indices laissant supposer une
implication du cervelet dans le contréle de certaines taches cognitives (Leiner et al.,
1986) ; et quatriemement, il est rapporté que 70 % des cas d’autisme étudiés dans la
littérature présentent une réduction du nombre de cellules de Purkinje, sans altération
de la densité des autres types cellulaires (Palmen et al.,, 2004 ; Whitney et al., 2009). Ainsi
puisque les cellules de Purkinje sont la seule sortie du cortex cérébelleux, leur
dégénérescence devrait désinhiber les neurones des noyaux profonds et par
conséquent suractiver les structures cibles comme le thalamus et le cortex. Une telle

altération de I'équilibre entre excitation et inhibition a été observée dans d’autres
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structures, pour d’autres modéles animaux de pathologies mentales (Syndrome de Rett,
mutation monogénique de MeCP2 : Dani et al,, 2005 ; et neuroligine 2 : Hines et al.,
2008). Ce phénomeéne que l'on retrouve pour certains troubles mentaux pourrait étre
considéré comme une propriété commune, hypothése que nous nous proposons de

tester ici sur des animaux présentant une invalidation du gene ilTrapl1.

1.1. Publication 1: ILTRAPL1 controls inhibitory networks
during cerebellar development in mice
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A) Typical spontaneous IPSC (sIPSC)
impinging onto DCN neurons hold at 0
mV using a low chloride intrapipette
solution (see material and method
section). The application of the
GABAA-R antagonist Picrotoxin (PTX,
100 pM) abolishes all spontaneous
synaptic currents. Scale bars: 20 pA
and 200 ms. B) Left: Typical evoked
IPSC (elPSC) following stimulation of
the white matter in presence of 1 pM
NBQX and 50 pM D-APV in the superfu-
sing ACSF. The massive block induced
by PTX application proves the GABAA
nature of the evoked current. Scale
bars: 50 pA and 15 ms. Middle: Time
course of the peak current amplitude
before and during application of PTX.
Right: Bar graph displaying the
average peak current amplitude
before (ACSF) and after PTX applica-
tion in three different experiments. C)
Evoked inhibitory current increases
with postnatal development. Left: typi-
cal evoked inhibitory responses
following increased stimulation
strength (2 to 10 pA, 5 ms) applied.
Note that the maximal evoked
responses increase between P9 and
P14. Right: Mean evoked current
amplitude at P9 and P14 in WT mice
following increasing stimulation
strength. Number of cells is indicated.
Scale bars: 300 pA and 25 ms.

Pub.1 Fig.Sup.1: Characterization of GABAergic inhibition received by deep
cerebellar nuclei (DCN) neurons in mouse sagittal acute slices.
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Outward currents resulted from
GABAA receptor activities, as fully
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picrotoxin (PTX). Scale bars: 500
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Pub.1 Fig.Sup.2: Caracterization of GABAergic inhibition received by Purkinje cells
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A) Depolarization of PCs (+10 mV
during 10 sec) led to a transient
decrease of sIPSC amplitudes in both
KO A1) and WT A2) animal. Scale bars:
5 sec and 150 pA. B) DSI was fully
blocked by application of the CB1-re-
ceptor antagonist AM-251 2 pupM,
indicating that DSl is related to endo-
cannabinoids. Scale bars: 20 sec and
200 pA. C) Application of AM-251 had
no effect on sIPSC frequency when
PCs were permanently hold at 0 mV.

Pub.1 Fig.Sup.3: Effects of depolarization-induced suppression of inhibition (DSI)

in our experimental conditions.
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kinetics.
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Pub.1 Fig.Sup.4: No difference in quantal size between ILIRAPL1T WT and KO
animals.

2. Physiologie des interneurones de la couche moléculaire

En I'absence de I'expression de la protéine IL1RAPL1chez des souris knock out, il existe
une désinhibition transitoire des neurones des noyaux profonds liée a un réveil précoce
de l'activité des interneurones de la couche moléculaire. Aux vues des résultats
impliquant ces interneurones, je me suis intéressée de plus pres a leur physiologie. Dans
le contexte scientifique actuel, la question de l'existence de deux classes distinctes
d’interneurones dans la couche moléculaire du cervelet (les cellules étoilées et les
cellules en panier) n'est toujours pas résolue et de plus, suscite des avis divergents.
L'ensemble des résultats présentés dans la section suivante nous fait penser qu'ils

joueraient chacun un réle propre dans le fonctionnement du cervelet.
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2.1. Identification de deux entrées inhibitrices distinctes sur les
cellules de Purkinje

Si la morphologie et la connectivité des cellules en panier et des cellules étoilées est
reconnue comme bien différente (Palay et Chan-Palay, 1974), a 'inverse leur physiologie
a été moins étudié et est considérée comme semblable (Hausser et Clark, 1997).
Cependant, il est difficile d'imaginer que de telles différences structurales n’influencent
pas la facon dont la cellule de Purkinje integre leurs messages respectifs. En effet, la
localisation des contacts synaptiques des cellules en panier et des cellules étoilées
respectivement sur le soma et sur l'arborisation dendritique de la cellule de Purkinje
devrait entrainer des réponses différentes au niveau postsynaptique. L'une des raisons
principale concerne les propriétés passives des dendrites des cellules de Purkinje, qui
imposent un filtrage important des courants synaptiques entre les dendrites et le soma
(Llano et al., 2000; Roth et Hausser, 2001). De ce fait, nous supposons fortement pouvoir
identifier ces deux types d’entrées inhibitrices recues par la cellule de Purkinje : 'une
dendritique et I'autre somatique, par leurs seuls parametres synaptiques. Cette étude
avait été amorcée peu de temps avant mon arrivée dans le laboratoire, et appréhendée
par l'analyse des cinétiques de rise-time des courants postsynaptiques inhibiteurs
(IPSCs) enregistrés au niveau du corps cellulaire des cellules de Purkinje. Le choix du
rise-time comme indicateur du positionnement du contact synaptique est conforté par
une étude réalisée a la synapse entre les cellules en panier de I'hippocampe et les
cellules granulaires cibles, qui montre des cinétiques de rise-time rapides (~2 msec)
pour ces contacts synaptiques somatiques (Kraushaar et Jonas, 2000). Le fait que le rise-
time des évenements provenant de contacts somatiques soit rapide est d'importance,
car il permet de disposer de la «gamme » de valeurs expérimentales nécessaire a la
ségrégation de deux populations. En outre, Llano et ses collaborateurs avaient déja
observé deux populations d’évenements inhibiteurs arrivant sur la cellule de Purkinje
chez le rat, une population rapide (~1 msec) et une population plus lente (~5 msec), et
avaient proposé que la population rapide ne puisse provenir que d'un contact

somatique (Llano et al., 2000).

Ainsi pour vérifier s'il est possible de différencier physiologiquement les entrées
inhibitrices arrivant a la cellule de Purkinje, nous avons enregistré les évenements
synaptiques recus par ces cellules selon un protocole semblable a celui présenté dans la
Publication 1. Ces enregistrements ont été réalisés par la technique de patch clamp
configuration cellule entiére sur des tranches aigués de cervelet de souris, soit sur des

sections parasagittales, soit sur des sections transversales et ce sur des animaux de tous
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ages (P10-P90). Chaque IPSC est détecté a I'aide d'une routine et ajusté par une fonction
bi-exponentielle (pCLAMP10, Molecular Devices) dans le but d’obtenir une bonne
estimation de son rise-time. Ainsi, nous avons défini que le « 20-80 % rise-time » donnait
un bon apercu de cette valeur et permettait une étude comparative satisfaisante,
malgré les différences qu'il peut exister par exemple entre deux enregistrements de
cellules ou deux conditions expérimentales. Les histogrammes de distribution des rise-
times qui sont construits a partir de ces valeurs donnent des profils différents en
fonction de l'age des animaux. Lorsque ces histogrammes présentent deux
composantes distinctes, ils sont déconvolués en une somme de deux lois Normales,
chacune étant caractérisée par une moyenne (p) et un écart type (SD).

2.1.1. Analyse cinétique des sIPSCs enregistrés au niveau des corps
cellulaires des cellules de Purkinje

Les enregistrements des IPSCs spontanés (sIPSCs) réalisés en tranches parasagittales au
niveau du soma de cellules de Purkinje montrent l'existence de deux populations
d'évenements (Figure 18). Ces enregistrements ont été réalisés a un potentiel de
maintient de 0 mV, avec un milieu intracellulaire possédant une faible concentration en
ions chlorure. Cette condition expérimentale nous permet d’isoler les IPSCs des EPSCs
sans avoir recours a l'utilisation de bloqueurs des récepteurs AMPA et NMDA.
L'application dans le bain d’'un antagoniste des récepteurs GABA, (picrotoxine, PTX,
100 uM) élimine tous les événements synaptiques, ce qui indique que nos conditions
expérimentales isolent sélectivement les IPSCs (Figure 18B). Les profils de distribution
des 20-80% rise-time de la majorité des cellules enregistrées présentent deux
populations distinctes d'événement a P21: une population rapide (étoiles) qui
contribue a ~20% des évenements, et une population lente (Figure 18C) (population
rapide : u1: 0.69 = 0.04 ms, SD1:0.19 = 0.03 ms ; population lente: p2 : 3.32 + 0.18 ms,
SD2:0.78 = 0.05 ms, n=32 cellules). De plus, dans différentes conditions expérimentales
nous observons une persistance de ces deux populations d’'IPSCs (Figure 18D), que nous
n‘observons en aucun cas lorsque nous enregistrons d'autres types cellulaires
(interneurones de la couche moléculaire, cellules granulaires, neurones des noyaux
profonds : enregistrements non montrés). Cet ensemble de résultats nous conforte dans
I'existence de deux populations hétérogenes d’événements postsynaptiques inhibiteurs
contactant les cellules de Purkinje, que I'on pourrait différencier en fonction de leur

cinétique.
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Figure 18 : Les cellules de Purkinje recoivent deux types d’événements inhibiteurs.

A) Schéma illustrant les différentes afférences inhibitrices vers la cellule de Purkinje et la
localisation présumée de leurs contacts synaptiques. La pipette d’enregistrement
électrophysiologique représente la technique de patch clamp en configuration cellule entiére
utilisée. CM : couche moléculaire, CG : couche granulaire, CE : cellule étoilée, CPa : cellule en
panier, CP : cellule de Purkinje. B) Tracés présentant des enregistrements typiques des
courants postsynaptiques inhibiteurs spontanés (sIPSCs) recus par une cellule de Purkinje a
P14 en condition controle (ACSF) et suite a I'application d’un bloqueur du récepteur GABAA
(picrotoxine, 100 pM) (barre d'échelle : 80 pA et 200 msec). Cette derniére condition entraine
la disparition compléte des sIPSCs. C) C1: Sur les tracés on peut distinguer des sIPSCs « rapides
» (étoiles) et « lents » (barre d’échelle : 80 pA et 50 msec). C2 : Echantillonnage d’événement
rapides (en haut) et lents (en bas) mettant en évidence leur différence de cinétique (barre
d’échelle: 50 pA et 70 msec). C3 : Distribution du nombre d’événement en fonction du 20-80 %
rise-time. Ce profile a été obtenu par I'enregistrement d’'une méme cellule sur une période de
60 s, mettant en évidence 501 événements. D) Profils moyens de distribution des 20-80 %
rise-time obtenus dans les différentes conditions citées. Le nombre de cellules enregistré (n)
dans chaque condition expérimental est indiqué sur le graphique.
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Les cellules de Purkinje sont contactées par trois types d’entrées inhibitrices provenant
des cellules en panier, des cellules étoilées et des collatérales récurrentes d’autres
cellules de Purkinje. D’aprés de récentes études ex vivo, la synapse Purkinje-Purkinje
semble contribuer de facon négligeable a la charge inhibitrice totale recue par la cellule
de Purkinje chez I'adulte (Orduz et Llano, 2007) comparativement a la contribution des
interneurones de la couche moléculaire (Vincent et Marty, 1993 ; Pouzat et Hestrin, 1997
; Sakaba, 2008). Cependant, au cours du développement ces synapses récurrentes
sembleraient jouer un role important dans la mise en place des microcircuits (Watt et al.,
2009), au méme titre que les interneurones de la couche moléculaire. En effet il est
connu que la synapse entre les interneurones de la couche moléculaire et la cellule de
Purkinje subisse une diminution de l'ordre de 10 fois de I'amplitude des courants entre
P11 et P30 (Pouzat et Hestrin, 1997), c'est-a-dire immédiatement aprés la
synaptogenese des cellules en panier et des cellules étoilées (Altman et Bayer, 1997).
Ainsi, nous avons cherché a étudier ce phénomeéne par notre analyse des cinétiques des

sIPSCs, au cours du développement du cervelet.

2.1.2. Evolution des évenements inhibiteurs au cours du
développement

En accord avec les travaux précédents (Hirono et al., 2008), nos enregistrements réalisés
sur les cellules de Purkinje montrent un réveil de I'activité inhibitrice a partir de P8. Leur
fréquence augmente ensuite jusqu’a P20 avant de se stabiliser (Figure 19A). Entre P8 et
P11, la distribution des rise-time semble refléter I'existence d’une seule population
(Figure 19A). Cependant, pour certaines cellules dont la contribution est reportée sur la
Figure 19B, il apparait que la déconvolution de la distribution soit mieux adaptée
lorsqu’elle est ajustée par deux lois Normales au lieu d'une, ce qui pourrait révéler
I'existence de deux populations trés proches, mais tout de méme cinétiquement
différentes. A partir de P12, on commence a observer la ségrégation de deux
populations cinétiquement distinctes sur les profils de distribution, correspondant sans
doute aux premiers contacts synaptiques ayant lieu au niveau du compartiment
dendritique qui commencent a se développer a partir de cet age. Ceci est en accord
d'une part avec les travaux sur le développement morphologique et fonctionnel des
cellules de Purkinje réalisés par McKay et Turner (2005) et d’autre part avec I'ensemble
des études sur la synaptogenése des interneurones de la couche moléculaire (Altman et
Bayer, 1997).

Ainsi, le pourcentage de cellules présentant deux populations d’événements augmente
avec l'age des animaux (de 45% a P8 jusqu’a 85% a P30). Par ailleurs, la valeur du rise-
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time moyen des deux populations évolue progressivement puis se stabilise aux
alentours de P30 (Figure 19B). A l'inverse, il n'y a pas d’évolution similaire des écarts
types correspondants, puisque |'écart type de la population rapide (SD1) est stable tout
au long du développement alors que celui de la population lente (SD2) augmente
progressivement jusqu’a P30 (Figure 19B). Puisque l'augmentation de SD2 semble
corrélée a la croissance de I'arbre dendritique de la cellule de Purkinje (Figure 19C), il est
alors tentant de penser que les événements les plus lents correspondent aux courants
synaptiques issus des dendrites distaux, c'est-a-dire possiblement entre les cellules
étoilées et les dendrites distaux des cellules de Purkinje. Nous avons directement testé
cette hypothese par une approche pharmacologique utilisant la technologie de la
microscopie confocale biphotonique.
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Figure 19 : Mise en place des composantes rapides et lentes au cours du développement.

A) Profils de distribution moyens des 20-80 % rise-time obtenus sur des cellules de Purkinje a
différents ages. Le nombre de cellules enregistré (n) est présenté a coté de chaque graphique.
B) Histogrammes de la moyenne (i, en haut) et de I'écart type (SD, en bas) de I'ajustement des
profils représentés en A), par deux lois Normales. Uniquement les cellules présentant deux
composantes distinctes ont été utilisées pour construire ces histogrammes (entre 10 et 38
cellules différentes par condition). C) Immuno-détection fluorescente dirigée contre la
calbindin, mettant en évidence la croissance de I'arbre dendritique de la cellule de Purkinje
pendant le développement (barre d’échelle : 60 pm).
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2.1.3. Séparation pharmacologique des entrées GABAergiques
somatiques et dendritiques

La taille de I'arbre dendritique des cellules de Purkinje ne nous permet pas de bloquer
indépendamment toutes les synapses GABAergiques arrivant au niveau du seul
compartiment dendritique. En revanche, I'entrée somatique formée par la cellule en
panier, la synapse en pinceau, restreinte sur ~20 um autour du segment initial de
I'axone de la cellule de Purkinje (Palay et Chan-Palay, 1974 ; Ango et al., 2004), semble
raisonnablement plus facile a isoler par des moyens pharmacologiques. En combinant
la technologie de la microscopie biphotonique et du patch clamp, nous avons pu
appliquer localement de la picrotoxine (PTX, 100 uM) tout en enregistrant les courants
postsynaptiques inhibiteurs spontanés sur la cellule de Purkinje concernée. De courtes
applications par pression positive dans la pipette (50 ms, 10 psi) permettent
I'augmentation locale ciblée de la concentration de picrotoxine sur la synapse en
pinceau précisément. L'ajout d'un AlexaFluor488 dans la pipette d'application nous a
permis de suivre la dispersion de la substance dans la tranche aigué a l'aide du profil
enregistré (Figure 20A) (Rusakov et al, 2005). Cette expérience, répétée sur trois
différentes cellules de Purkinje qui présentaient les deux populations d'IPSCs en
condition contréle, donne des résultats identiques: la composante rapide est
spécifiquement supprimée par l'application locale de picrotoxine sur le soma de la
cellule de Purkinje (Figure 20B et C). Il est important de noter que la composante lente
ne disparait que suite a l'application du bloqueur dans le bain par le systeme de
perfusion (Figure 20B et D).

Ces résultats nous permettent de conclure que les deux populations d’IPSCs observées
précédemment proviennent respectivement soit d’'une localisation somatique, soit

d’une localisation dendritique des synapses GABAergiques sur la cellule de Purkinje.
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Figure 20 : Les évenements inhibiteurs rapides et lents correspondent a des contacts
synaptiques somatiques et dendritiques respectivement.

A) Application locale de bloqueur du récepteur GABAA. A1 : Image de microscopie a
fluorescence deux-photons présentant l’enregistrement d’une cellule de Purkinje avec la
pipette de droite, remplie d’AlexaFluor488. La pipette d’application contenant a la fois
AlexaFluor488 et 100 pM de picotoxine est positionnée proche du soma de la cellule de
Purkinje et son contenu est libéré par application de bréves pressions positives. A2 :
Enregistrement effectué au niveau de la ligne blanche (position moyenne de la synapse en
pinceau) permettant I'estimation de la durée d’application de la picrotoxine. A3 : la diffusion
latérale de la picrotoxine est suivie par la dispersion de la fluorescence a différents temps
expérimentaux. B) Profils de distribution des 20-80 % rise-time provenant d‘événements
enregistrés dans les mémes conditions que ci-dessus, en condition contréle (haut) ou apreés
une application somatique de picrotoxine (100 uM, bas) et illustrés par des tracés (les
événements rapides sont annotés par des étoiles). C) Fréquence instantanée des sIPSCs
rapides (gauche) et lents (droite) dans les mémes conditions qu’en B). La fleche montre le
temps d'application de la picrotoxine sur le soma (PTX, 100 uM). A la fin de l'expérience, une
application de picrotoxine est faire dans le bain. Les histogrammes présentent la fréquence
des événements rapides avant et aprés I'application somatique de picrotoxine, moyennée sur
trois expériences similaires (**: p<0,01).

69



2.1.4. Analyse cinétique des IPSCs évoqués par la stimulation de deux
groupes de cellules en fonction de leur localisation dans la
couche moléculaire

A ce stade de l'étude, nous avons cherché a savoir si les événements «rapides /
somatiques » et les «lents / dendritiques » proviennent respectivement de la synapse
entre la cellule en panier et la cellule et Purkinje, et la synapse entre les cellules étoilées
et la cellule de Purkinje. Pour ce faire, j'ai enregistré au niveau de la cellule de Purkinje
les évenements inhibiteurs évoqués (elPSCs) par la stimulation directe des corps
cellulaires de deux groupes d’interneurones localisés dans la couche moléculaire, chez
des animaux agés de 14 jours (Figure 21A). A cette période, la migration des cellules
granulaires n’est pas terminée, et un corps cellulaire identifié dans la couche
moléculaire pourrait appartenir a 'une de ces cellules. Ainsi, pour abolir tout éventuel
recrutement feedforward d’un interneurone par lI'intermédiaire d’une cellule granulaire,
j’ai appliqué un inhibiteur des récepteurs AMPA (NBQX, 1 puM). Jai effectué une
stimulation directe du corps cellulaire, jusqu’a visualiser une légere déformation de la
surface cellulaire provoquée par la pipette. Une fois cette condition obtenue, l'intensité
de la stimulation était augmentée jusqu’a obtenir autant de succés que d’échec, nous
montrant que nous avions atteint I'intensité minimale de stimulation (Figure 21A). Etant
donné que la taille de la couche moléculaire n'est pas constante entre les différentes
tranches et les lobules (Palay et Chan-Palay, 1974), j'ai effectué des stimulations
proximales dans une zone inférieur a 30 % de I'épaisseur de la couche moléculaire
(<30%), indépendamment de stimulation distales dans une zone supérieure a 30%
(>30%). Les elPSCs typiques ainsi obtenus sont représentés sur la Figure 21A et le rise-
time de ces événements est reporté sur les différentes représentations graphiques de la
Figure 21B, ou lI'on peut distinguer la localisation de la stimulation avec le code couleur
(stimulation proximale en noir, stimulation distale en gris).

Ainsi nous observons que les événements rapides sont évoqués par la stimulation des
cellules proximales et que les événements lents sont évoqués par la stimulation des

cellules distales.

En prenant ces résultats dans leur ensemble, nous pouvons conclure que les synapses
provenant des cellules en panier et les synapses provenant des cellules étoilées ont des
cinétiques de rise-time tres différentes, certainement dues a la localisation de leurs
contacts respectifs sur la cellule de Purkinje. Dans la section suivante, ces observations
nous servirons de base pour aborder l'activité propre des interneurones de la couche

moléculaire dans la tranche aigué de cervelet.

70



vy)

A
1 A2 Outer ML

Outer ML
[co—3®.—|
1
- ‘\
ML \_I ——

o
Y
=

g
*3
L]
Nb. événements

Epaiseur de la
couche moléculaire (%)

0 - ——Tr 0
0 Rise-time (msec) 8 0 Rise-time (msec) 8

Figure 21 : Deux populations distinctes d’IPSCs en termes de cinétique sont évoquées par la
stimulation distincte de deux populations d’interneurones.

A) A1: lllustration de la procédure expérimentale mise en ceuvre pour séparer les cellules en
panier et les cellules étoilées suivant la localisation de leur corps cellulaire dans la couche
moléculaire. A2 : Echantillonnage typique d’'IPSC évoqués par la stimulation de somas dans la
couche moléculaire externe (haut) ou interne (bas) (barres : 100 pA et 25 msec; 100 pA et 3
msec). B) Gauche : Graphique en nuage de points cumulant les valeurs de 20-80 % rise-time
obtenus pour la stimulation de somas de la couche moléculaire interne (en noir) et externe (en
gris). Droite : histogramme correspondant.

2.2. Activité des interneurones de la couche moléculaire en
tranche aigue

L'importance de l'activité des interneurones de la couche moléculaire sur le patron de
décharge des cellules de Purkinje a déja été rapportée sur le cervelet de rat (Hausser et
Clark, 1997). En effet, les microcircuits inhibiteurs du cortex cérébelleux sont connus
pour adapter I'intégration synaptique et le patron de décharge des cellules de Purkinje
(Mittmann et al., 2005). Dans cette partie du manuscrit, nous avons cherché a examiner
cette question chez la souris, pour tenter de déterminer la contribution relative des
cellules étoilées et des cellules en panier sur I'inhibition PA-dépendante des cellules de

Purkinje sur le cervelet en développement.

2.2.1. Contribution des cellules étoilées et des cellules en panier a
I’activité inhibitrice spontanée et miniature recue par la cellule
de Purkinje

Dans un premier temps, nous avons cherché a estimer le niveau d’activité de chacun
des interneurones dans notre modele en tranche aigué transversale a différents ages.
Pour cela, nous mesurons systématiquement les fréquences des sIPSCs recus pas les
cellules de Purkinje en condition contréle ou en présence d'un bloqueur des canaux
sodiques dépendants du voltage (tétrodotoxine, TTX, 10 uM, Figure 22), qui sont
essentiels a la production de potentiels d’action (PA). Dans nos tranches, aucun effet
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significatif de la TTX n'a été détecté avant P12 (non montré). Aprés cet age, nous
observons qu’environ 10 % des IPSCs enregistrés sur la cellule de Purkinje peuvent étre
attribués a une activité spontanée des interneurones de la couche moléculaire, étant
donné que la TTX provoque une baisse de 10 % de la fréquence globale (Figure 22A et
D). Ainsi, la fréquence des sIPSCs dans notre préparation semble inférieure a celle
observée chez le rat (Vincent et Marty, 1993 ; Hausser et Clark, 1997), mais comparable a
des études antérieures menées chez la méme ligné de souris (Hirono et al., 2008).

Pour ces expériences comme pour d'autres décrites dans la suite du manuscrit, j'ai
simultanément enregistré deux cellules de Purkinje strictement voisines afin d'isoler et
caractériser les IPSCs « synchrones », c'est-a-dire arrivant de maniére concomitante sur
ces deux cellules, probablement suite a la décharge en potentiel d'action survenant au
niveau d'un méme interneurone contactant ces deux cellules. Une détection de la
coincidence est alors réalisée pour identifier les sIPSCs arrivant sur les deux cellules de
Purkinje avec un intervalle de moins de 1 ms entre les deux pics. L'absence de
synchronie illustrée par les corrélogrammes en condition TTX, comparativement a la
condition contrdle, nous confirme que les événements synchrones sont bien médiés par
un potentiel d’action (Figure 22B). Dans cette condition expérimentale, I'étude de la
cinétique de cette population d'évenements inhibiteurs synchrones en condition
contréle et en condition TTX nous révele que seules les cellules étoilées sont actives en
tranche. En effet, 'application de TTX réduit significativement la fréquence (Figure 22 C
et D) et I'amplitude (non montré) de la population lente, sans affecter la population
rapide. Nous verrons par la suite que cette observation a été confirmée par
I'enregistrement direct des interneurones de la couche moléculaire et dont les résultats
sont reportés a la fin de cette section.

L'activité spontanée des interneurones de la couche moléculaire en tranche aigué de
cervelet de jeunes souris est connue pour s’éveiller a P8 et se stabiliser apres P21
(Hirono et al.,, 2008) (Figure 19). Chez le rongeur, il a été observé que l'activité des
interneurones n’est pas affectée par le blocage des récepteurs AMPA et NMDA (Vincent
et Marty, 1993 ; Hausser et Clark, 1997), suggérant que ces neurones sont insensibles
aux conductances excitatrices. Cependant, chez de jeunes rats agés de P15 a P19, les
patrons de décharge des cellules étoilées sont démontrés comme sensibles a I'activité
des fibres paralléles (Carter et Regehr, 2002), et I'activité inhibitrice de type feedforward
décrite comme importante dans le contréle de leur activité (Brunel et al, 2004;
Mittmann et al.,, 2005). Ainsi, nous avons cherché a examiner l'importance de la
transmission excitatrice sur I'activité des interneurones de la couche moléculaire a cette
période du développement du cervelet de souris.
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Figure 22 : Les IPSCs lents recus par la cellule de Purkinje contribuent a la population
spontanée alors que les événements rapides contribuent a la population de miniatures.
A) Gauche : Enregistrements typique de paires de cellules de Purkinje strictement voisines
avant (gris) et aprés (rouge) application d’un bloqueur des canaux sodiques dépendant du
voltage (Tétrodotoxine, TTX, 10 uM). L'enregistrement obtenu pour la cellule de Purkinje 2
(PC2) est représentée en miroir pour permettre l'observation aisée des événements
synchrones (échelle : 160 pA, 400 ms). Droite : Pourcentage de blocage des sIPSCs par la TTX.
Le graphique représente la fréquence des sIPSCs avant (gris) et aprés (rouge) application de
TTX, en fonction du pourcentage de I'amplitude maximale. B) gauche, centre
Corrélogrammes représentant le nombre de sIPSCs synchrones obtenus avant (gris) et aprés
(rouge) l'application de TTX. Droite : Superposition des corrélogrammes moyens. C)
Distribution des rise-times des sIPSCs recus par la PC1 contre ceux de la PC2 en une
représentation en nuage de point (haut) et un diagramme de densité (bas), obtenus avant
(gauche, gris) et aprés (droite, rouge) application de TTX. D) Distribution des rise-times
obtenus avant (gris) et aprés (rouge) application de TTX, sur la totalité des événements (haut)
ou sur les événements synchrones uniquement (bas).
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Dans un premier temps, j'ai appliqué un bloqueur des récepteurs AMPA (NBQX, 1 uM,
Figure 23) et mesuré les courants inhibiteurs spontanés arrivant sur deux cellules de
Purkinje strictement voisines (cf. Figure 22). Cette application de NBQX a
essentiellement le méme effet que l'application de TTX, a savoir la diminution
significative a la fois de I'amplitude et la fréquence de la population d'IPSC lents (Figure
23A et B). De plus, le blocage des récepteurs AMPA abolit également la présence
d'évenements synchrones observés en condition controle entre deux cellules de
Purkinje strictement voisines (Figure 23C et D), soulignant I'importance de l'activité

excitatrice afférant sur ces cellules a une période clé du développement du cervelet.
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Dans un deuxiéme temps, jai directement examiné l'efficacité de la fibre paralléle a
évoquer les populations rapides et lentes d'IPSCs sur les cellules de Purkinje (Figure 24).
Cette expérience a été réalisée sur des tranches transversales de cervelet pour conserver
I'intégrité de la fibre paralléle. De plus pour éviter de stimuler directement les

interneurones de la couche moléculaire, j'ai positionné I'électrode de stimulation a une
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distance supérieure a 300 um du corps cellulaire de la cellule de Purkinje enregistrée
(Mittmann et al., 2005) (Figure 24A). Les IPSCs et EPSCs évoqués sont enregistrés
respectivement a +10 et -70 mV, en présence d'une solution intracellulaire contenant
du césium et de faibles concentrations en ions chlorure (Figure 24B). L'intensité
croissante de stimulation des fibres paralleles montre des seuils proches pour les
eEPSCs et les IPSCs recrutés en feedforward, bien que les eEPSCs présentent un seuil
légérement inférieur. Jai enregistré un total de 74 cellules dans des conditions
expérimentales différentes (Figure 24C) et dans 71 expériences sur 74, le premier IPSC
appartenait a la population lente (20-80% rise-time moyen : 3.3 = 0.13 msec, allant de
1.56 a 6.38 msec, Figure 24C2). Pour les 3 autres expériences, le premier IPSC présentait
des cinétiques rapides (20-80% rise-time moyen : 0.65 + 0.03 msec, allant de 0.61 a 0.7
msec, Figure 24C2). De plus, I'histogramme de distribution des 20-80% rise-times met
en évidence des IPSCs qui répondent de maniéere hétérogéne en fonction de l'intensité
de stimulation : alors que les IPSCs lents sont recrutés par des stimulations faibles (1-9
WA, Figure 24D), le recrutement des IPSCs rapides se fait par des intensités supérieures
(10-30 A, Figure 24D).

Ainsi, s'il apparait que les cellules étoilées sont recrutées efficacement par les fibres
paralléles pour fournir aux cellules de Purkinje une inhibition feedforward, le seuil de
recrutement des cellules en panier quant a lui se trouve étre plus haut. D'autre part, les
cellules en panier sont supposées fournir une inhibition «off-beam », causée par
I'organisation parasagittale de ses dendrites et de son prolongement axonal et les
cellules étoilées une inhibition « on-beam » (Altman et Bayer, 1997; Gao et al,, 2006).
Ainsi, notre stratégie expérimentale basée sur la détection des eEPSCs provenant des
fibres paralleles afférant a la cellule de Purkinje (Figure 24), permettant de vérifier si le
faisceau de fibres paralléles stimulé correspond bien au champ récepteur de la cellule
de Purkinje, a certainement di augmenter indirectement la distance entre les cellules
en panier et le faisceau «on-beam» efficace. Cependant, aucune relation entre
I'amplitude du premier eEPSC entrainant une inhibition de type feedforward (allant de 2
a 492 pA) et sa cinétique n'a pu étre détectée (non montré), ce qui suggere que le
recrutement des cellules étoilées par les fibres paralléles était systématiquement plus
facile a atteindre que pour les cellules en panier, indépendamment de sa position « on »

ou « off-beam ».
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Figure 24 : Recrutement du feedforward inhibiteur en tranche transversale de cervelet.

A) Représentation schématique de la procédure expérimentale utilisée pour stimuler les
fibres paralléles dans le but de recruter les cellules étoilées et les cellules en panier par
feedforward. L'électrode de stimulation (fleche) est placée a 300 pm du soma de la cellule de
Purkinje enregistrée. B) Enregistrements typiques des eEPSCs (a -70 mV) et du recrutement en
feedforward des IPSCs (+10 mV) selon des intensités de stimulation croissantes (de 2 a 15 pA).
A la fin de chaque expérience, 1 pM de NBQX est appliqué dans le bain pour démontrer le réel
recrutement en feedforward (trace grise) (échelle : 500 pA, 5 msec). C) C1 : Histogramme de
distribution des rise-times du premier IPSC recruté par feedforward, obtenu dans chacune des
expérimences décrite en A). C2 : Histogramme présentant le rise-time moyen du premier IPSC
recruté par feedforward dans différentes conditions. Dans tous les cas il appartient a la
population lente. D) Méme représentation qu'en C1, mais détaillant la distribution des
rise-time en fonction de l'intensité de stimulation (1-9 pA et 10-30 pA) pour toutes les
conditions, ainsi que pour toutes les intensités mais uniquement pour des stimulations
distales. Les fleches indiquent le rise-time moyen de la population rapide. E) En haut :
représentation schématique de la procédure de recrutement des faisceaux de fibres
paralléeles. L'électrode de stimulation est fixe et plusieurs cellules de Purkinje sont
enregistrées comme indiqué. En bas : courbes « entrée / sortie » des recrutements « on-beam »
et « off-beam » des interneurones, obtenues selon la procédure décrite plus haut. F)
L'amplitude de I'eEPSCs n’influence pas le recrutement d’une population d’IPSC plus qu’une
autre.
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2.2.2. Les cellules étoilées et les cellules en panier n’expriment pas le
méme patron d’activité

Le profil de réponse des interneurones de la couche moléculaire doit refléter soit une
excitabilité différente, peut étre liée a une activité GABAergique afférente (Hausser et
Clark, 1997), soit une différence dans le quantum de neurotransmission aux synapses
entre les cellules étoilées et la cellule de Purkinje comparativement aux synapses entre
les cellules en panier et la cellule de Purkinje. J'ai testé ces deux hypothéses par des
enregistrements de ces interneurones a différents niveaux de la couche moléculaire a
température physiologique en tranche transversale de cervelet de souris agées de 14
jours (Figure 25). Pour éviter d'enregistrer par mégarde des cellules granulaires en
migration, nous n‘avons pris en compte dans I'étude uniquement les interneurones
ayant subit toute la procédure expérimentale décrite ci-dessous en trois étapes, et
répondant a une stimulation des fibres paralléles selon le protocole indiqué sur la
Figure 25D.

Dans un premier temps, j'ai mesuré l'activité de décharge des interneurones de la
couche moléculaire par des enregistrements en configuration cellule attachée
(Figure 25A). Comme parfaitement illustré sur la Figure 25A, la fréquence moyenne de
décharge des cellules étoilées (>30%, fréquence des PA : 1.61 + 0.48 Hz, n=11, Figure
25B) est significativement supérieure a celle des cellules en panier (<30%, fréquence des
PA:0.43 + 0.16 Hz, n=6, p<0.05). De maniére intéressante, la fréquence de décharge des
cellules étoilées correspond a la fréquence des IPSCs de grande taille TTX sensibles

enregistrés sur la cellule de Purkinje.

Dans un deuxiéeme temps, ces interneurones sont « ouverts » et maintenus a 0 mV pour
pouvoir enregistrer les sIPSCs (Figure 25C). En tenant compte de la position de la cellule
enregistrée dans la couche moléculaire, on observe que la fréquence des sIPSCs regus
par les cellules étoilées est significativement inférieure a celle recue par les cellules
étoilées (>30%: 1.05 = 0.2 Hz, n=10, <30%: 5.43 + 1.2 Hz, n=6, p<0.05, Figure 25C2). A
I'inverse, I'amplitude de ces évenements ne semble pas dépendante de la localisation
(Figure 25C2). Ainsi, il apparait que le niveau d'inhibition spontanée afférant aux
interneurones de la couche moléculaire est clairement différent entre les cellules

étoilées et les cellules en panier.
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Figure 25 : Il existe un gradient radial de I'activité dans la couche moléculaire.

A) Enregistrements typiques de l'activité de décharge des cellules étoilées et des cellules en
panier en configuration cellule attachée (échelle : 100 pA, 2 sec). B) en haut : Probabilité
cumulée des enregistrements correspondants. En bas : Histogramme des fréquences
moyennes correspondantes (* : p<0.05). C) C1 : Enregistrements des sIPSCs recus par les
cellules étoilés (outer, gauche) et les cellules en panier (inner, droite) (échelles : 100 pA, 1 sec).
C2 : gauche : Graphique présentant la fréquence des sIPSCs en fonction de la position de
l'interneurone enregistré dans la couche moléculaire (%). Centre : Fréquences moyenne des
sIPSCs reques par les cellules étoilées (blanc) et les cellules en panier (noir) (* : p<0.05). Droite
: méme représentation pour mes amplitudes (ns : non significatif). D) En haut :
Enregistrements typiques des EPSCs évoqués par la stimulation minimale des fibres paralléles
sur les cellules étoilées (gauche) et les cellules en panier (droite). En bas : Alignement et
moyenage des mémes enregistrements (echelle : 125 pA, 10 msec). Le taux de succes est
représenté (p). A droite : Amplitude moyenne des eEPSCs requs par les cellules étoilées (blanc)
et les cellules en panier (noir) (* : p<0.05).
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Dans un troisieme temps, les interneurones sont enregistrés a -70 mV simultanément a
la réalisation de stimulations minimales de la fibre paralléle, afin d'évoquer des courants
postsynaptiques excitateurs (eEPSCs) (Figure 25D). Comme pour les précédents travaux
réalisés sur le rat (Carter et Regehr, 2002), nous avons observé que les stimulations
minimales étaient suffisantes a I'activation de décharges de potentiels d'action sur les
cellules étoilées (non montré). A nouveau, les résultats sont ségrégés en deux groupes,
suivant la localisation du corps cellulaire de linterneurone enregistré. Les eEPSCs
moyens enregistrés sont différents entre les deux groupes, et apparaissent comme deux

fois plus grands sur les cellules étoilées (Figure 25D).

L'ensemble de ces résultats suggere que les deux populations d'interneurones ont des
niveaux d’activité différents, la grande majorité de l'activité étant observée sur les
cellules étoilées qui recoivent une charge inhibitrice plus faible ainsi qu'une charge
excitatrice plus forte que les cellules en panier. Cependant, si la question de l'activité de
chacun de ces interneurones a été abordée ici, il n’en reste pas moins la question de leur
fonctionnement intégré au sein du réseau. Ceci implique aussi bien I'organisation du
microcircuit dans lequel ils sont inclus, que l'organisation latérale par rapport aux
bandes parasagittales. En effet, I'existence de faisceaux distincts « on-beam » et « off-
beam » (Eccles et al., 1967) ainsi qu’une étude récente montrant un recrutement
hétérogéne de [linhibition in vivo, superposable a [l'organisation en bandes
parasagittales de Zébrine-Il (Gao et al.,, 2006), sont autant d’indices témoignant de leur
forte implication dans le fonctionnement général du cervelet. Ainsi, nous avons cherché
a déterminer l'organisation fonctionnelle de l'inhibition des cellules de Purkinje par les
cellules étoilées et les cellules en panier, par rapport au patron d’expression en bandes

zébrine.

2.3. Organisation des interneurones de la couche moléculaire
par rapport aux bandes zébrine

Dans le cortex cérébelleux, les bandes zébrine peuvent étre associées a des microzones
fonctionnelles définies par une organisation topographique des afférences grimpantes
et restreintes a une région précise des noyaux profonds cibles. Une étude d’'imagerie
fonctionnelle in vivo réalisée sur le cervelet de souris suggere que l'inhibition évoquée
par la stimulation d’un faisceau de fibres paralléles suit les bandes Zébrine-Il positives
(Gao et al., 2006). Ceci suggere que les interneurones de la couche moléculaire, qui sont

contactés par les fibres paralléles, ne sont pas activés de maniére homogene, mais
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suivant une compartimentalisation parasagittale. Ainsi, nous nous proposons d’étudier
la connectivité des interneurones de la couche moléculaire en fonction des bandes

parasagittales délimitées classiquement par Zébrine-ll.

2.3.1. Approche méthodologique

Cette étude est abordée par des techniques électrophysiologiques et réalisée sur le

cervelet de souris rapportrices, qui expriment la GFP sous le promoteur EAAT4 (Gincel et

al., 2007) (Figure 26A). L'expression d’'EAAT4 est quasi superposable a celle de Zébrine-l

(Dehnes et al., 1998), ce qui nous permet d'appréhender les délimitations sur notre

modele de tranches transversales, dans le but de cibler les enregistrements.

L'enregistrement des IPSCs sur des paires de cellules de Purkinje strictement voisines

est réalisé de la méme facon que décrit précédemment (Publication 1), et restreint a une

zone centrée sur les bandes P1+, P1-, P2+ du lobe antérieur (Figure 26B).

Pour vérifier a postériori la position précise des cellules enregistrées par rapport a

I'expression de Zébrine-ll, de la Neurobiotine est ajoutée au milieu intracellulaire

contenu dans les pipettes d’enregistrement et un immunomarquage dirigé contre

Zébrine-ll est réalisé sur chacune des tranches (Figure 26B). Brievement, les tranches

aigués de cervelet dont les cellules de Purkinje ont été enregistrées sont fixées (PFA

10 %, NaOH 0,4 % dans I'ACSF) pour subir un postmarquage selon un protocole

classique utilisant :

- de la Streptavidine-AlexaFluor555 (dilution 1/500) pour révéler la Neurobiotine
(0,02%) contenue dans les cellules enregistrées,

- un anticorps primaire monoclonal de souris dirigé contre zébrine-Il (dilution 1/50,
généreux don de R. Hawkes) et un anticorps secondaire polyclonal de lapin dirigé
contre les antigénes de souris, marqué d’'un AlexaFluor633 (dilution 1/500) pour
révéler les bandes Zébrine-Il.

L'analyse des événements synchrones décrite dans la précédente section, ainsi que
I'ensemble de la méthodologie utilisée pour isoler physiologiquement les cellules
étoilées et les cellules en panier nous a permis de comparer la contribution respective

de ces interneurones dans les différentes bandes parasagittales.
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Figure 26 : Approche expérimentale de I'étude de I'activité des interneurones de la couche
moléculaire en fonction des bandes zébrines.

A) A1 : La souris EAAT4-GFP permet la visualisation des bandes parasagittales in vivo et en
tranche aigué (A2) sous un microscope a épifluorescence. B) Enregistrements de paires de
cellules de Purkinje dans les bandes zébrine-positives (bleu) ou zébrine-négatives (gris) du
lobe antérieur. Le remplissage des cellules enregistrées est nécessaire au positionnement
précis de ces cellules dans les bandes. C) Schéma illustrant le positionnement des cellules
enregistrées par rapport a la frontiére entre les bandes.

2.3.2. Analyse qualitative et quantitative des IPSCs recus par les
cellules de Purkinje en fonction des bandes zébrine.

Dans le cadre de notre étude des interneurones de la couche moléculaire, j'ai cherché a
savoir dans un premier temps si la charge inhibitrice recue par les cellules de Purkinje
pouvait étre différente entre les bandes zébrine-positives (ZIl+) et zébrine-négatives
(ZIl-) (Figure 27). En comparant les fréquences et amplitudes de la globalité des sIPSCs
enregistrés, aucune différence frappante n'a pu étre observée entre ces deux
populations de cellules (Figure 27A et B). L'analyse de la distribution des rise-times sur
ces mémes populations montre également des profils similaires (Figure 27D).
Cependant, si I'on examine la distribution de I'amplitude normalisée des sIPSCs (Figure
27C) on observe une légere différence dans la fréquence des éveénements les plus

grands (> 20 IPSCmin) entre les bandes ZIl+ et ZII-. Cette différence est aussi observée
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sur la distribution des rise-times de ces grands événements (Figure 27D), qui semble
composée d'une troisieme population d’IPSCs de cinétique intermédiaire dans les
bandes ZlI+. La probabilité qu’un troisieme type cellulaire puisse exister dans les bandes
Zll+ parait trés peu vraisemblable, ainsi ce phénoméne peut étre le résultat d’'une
organisation différente des connexions entre les interneurones de la couche
moléculaire et la cellule de Purkinje dans les bandes ZIl+. Pour tester cette hypothese,
jai enregistré des paires de cellules de Purkinje strictement voisines, comme réalisé
dans les expériences précédentes, dans le but d'isoler la population d’évenements
synchrones. Cette condition expérimentale peut en effet nous renseigner sur
I'organisation latérale des projections et des contacts synaptiques des interneurones sur

les cellules de Purkinje dans les bandes ZIl+ comparativement aux bandes ZII-.

L'enregistrement des paires de cellules de Purkinje strictement voisines dans les bandes
ZII- (Figure 28) met en évidence deux populations cinétiques d’évenements, une rapide,
une lente, comparables a celles observées sur 'ensemble des travaux que nous avons
réalisés (cf. Figure 18C, Figure 27C). Ceci indique que dans les bandes ZII-, deux cellules
de Purkinje voisines sont contactées chacune d'une part par les cellules étoilées via un
contact dendritique et d’autre part par les cellules en panier via un contact somatique.
Dans la bande Zll+ nous avions identifié une population de cinétique intermédiaire
(Figure 27C) que nous retrouvons sur les enregistrements en paires d’'IPSCs synchrones
(Figure 29). En effet nous observons l'apparition d'IPSCs synchrones qui ont des
cinétiques rapides sur l'une des cellules de Purkinje et intermédiaire sur la deuxieme
(Figure 29B). Ceci traduit une organisation latérale différente des connexions entre les
collatérales de la cellule en panier et la cellule de Purkinje dans les bandes ZIl+, que
nous n’'observons pas pour les cellules étoilées. D'un point de vue physiologique,
I'existence de cette population de cinétique intermédiaire pourrait étre expliquée par
un contact synaptique non pas somatique avec formation de la synapse en pinceau,
mais un contact proximal au niveau du tronc dendritique de la cellule de Purkinje,

comme il a pu étre observé en imagerie (Palay et Chan-Palay, 1974).

Ainsi I'organisation des collatérales de la cellule en panier est différente au sein des
bandes ZII+ et ZII-. J'ai a ce moment cherché a savoir si ce phénoméne est observé sur
toute la largeur de la bande parasagittale en analysant les profils obtenus par rapport a
la frontiére entre deux bandes.
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Figure 27 : Les bandes zébrines positives et négatives recoivent une activité inhibitrice spon-
tanée similaire.

A) Enregistrements typiques des IPSCs recus de maniére spontanée sur des cellules de
Purkinje en bande zébrine-négative (ZIl-, gris) et en bande zébrine positive (ZIl+, bleu). B) La
fréquence globale, I'amplitude du plus petit événement (IPSCmin), ainsi que la gamme
d’amplitude globale normalisée entre le plus grand (max) et le plus petit (min) IPSC, recus par
les cellules de Purkinje sont similaires dans les bandes ZIlI+ et ZIl-. C) La distribution de
I'amplitude des IPSCs normalisée par le plus petit événement montre que pour les
événements les plus grand (>20 IPSCs min) il existe une différence significative entre les
bandes ZIl+ et ZII-. D) Profils de distribution des 20-80% rise-times en fonction des bandes ZIl+
(bleu) et ZII- (gris), obtenus sur I'ensemble des IPSCs enregistrés (gauche) et sur les IPSC>30
IPSCmin (droite).

83



A B C 1
Zgbrine [l Biocitine ZIl 1 ZI .
S 200 - <oems
] | n=25 ‘
‘a E i . RTPC2
@3 g o i, | ©
§_ o 5 0 5 5
O - R
4 A / L 4
m ;
o 2 E /.
E S 37 ¥4 - 3
i a
g 1 o 2 : L 2
A 4 E
2 o | T 1 {5k 4

_, 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 590 200
Rise-time PC1 (msec) Rise-time PC1 (msec) nb.IPSCs

Figure 28 : Caractéristiques des sIPSCs recus par les cellules de Purkinje dans les bandes
zébrine négatives.

A) A1 : Le postmarquage dirigé contre Zébrine Il nous permet de positionner la paire de
cellules de Purkinje enregistrée dans ce cas-ci dans une bande ZII-. A2 : condition
expérimentale et tracés typiques obtenus par I'enregistrement de deux cellules de Purkinje
voisines, PC1 et PC2. B) Diagramme de densité de la distribution des rise-times de la PC1
contre les rise-times de la PC2, montrant |'existence de deux populations cinétiquement
distinctes. B3 : Nuage de points et histogrammes correspondants.et les cellules en panier
(noir) (*: p<0.05).
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Figure 29 : Caractéristiques des sIPSCs recus par les cellules de Purkinje dans les bandes
zébrine positives.

A) B) et C) Mémes représentations que pour la Figure 28. Les cellules de Purkinje sont
enregistrées dans une bande ZII+ et le diagramme de densité montre I'existence de deux
populations rapides distinctes (cadres), qui ont des cinétiques « intermédiaires ».
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2.3.3. Analyse de lI'organisation latérale des connexions a la frontiére
entre deux bandes parasagittales.

Si I'organisation des projections des cellules en panier semble globalement différente
entre les deux types de bandes, il serait intéressant de vérifier si le phénoméne suit
strictement ou non les frontiéres du patron d’expression de Zébrine-ll. En effet, ces
marqueurs zébrés en bandes parasagittales sont fortement suspectés délimiter une
organisation fonctionnelle sous-jacente, observée entre autre pour les afférences
grimpantes (pour revue : Apps et Hawkes, 2009), mais qui serait également vraie pour
les interneurones de la couche moléculaire (pour revue : Jorntell et al., 2010). Ainsi, j'ai
enregistré des paires de cellules de Purkinje strictement voisines, a cheval sur la
frontiere entre les bandes ZIl+ et ZII- (Figure 30). Dans cette condition, la fréquence des
évenements inhibiteurs synchrones n’est pas nulle, ce qui indique qu'il existe des
collatérales secondaires de lI'axone de certains interneurones qui traversent la frontiére
entre les deux bandes. La distribution des rise-times obtenue pour ces évenements
synchrones montre un profil inhabituel, pour lequel on distingue la population de
cinétique intermédiaire sur la cellule ZIl+ et rapide sur la cellule ZII- d'une part et un
ensemble d’événements lents d’autre part, prenant des valeurs relativement disparates
(Figure 30B et C). Cette observation suggére que l'organisation des connexions des
cellules en panier par rapport aux bandes Zébrine-ll prend effet directement a la
frontiére entre deux bandes. De plus, le profil observé nous fait penser que les
collatérales des axones des cellules en panier qui franchissent la frontiére entre deux
bandes ne forment pas de synapse somatique en pinceau sur les cellules de Purkinje
appartenant a la bande Zll+, mais plutét des synapses sur les dendrites proximaux.
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Figure 30 : Caractéristiques des sIPSCs recus par les cellules de Purkinje en frontiére de
bandes.

A) B) et C) mémes représentations que pour les Figures 28 et 29. Les cellules de Purkinje sont
enregistrées a cheval sur la frontiére entre une bande ZlI+ et ZII-.
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La Figure 31 reporte certains parameétres synaptiques en fonction de la position des
paires de cellules de Purkinje enregistrées par rapport a la frontiére de bande (cf. Figure
260), illustrant que le phénomene est observé sur I'ensemble de la bande.
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Figure 31 : Les cellules en panier ont une organisation des projections qui est différente entre
les bandes zébrine-positives et zébrine-négative.

A) IPSCs typiques représentant la population somatique (A1) et dendritique (A2) dans toutes
les conditions d'enregistrement : dans la bande ZIl+ (bleu) dans la bande ZII- (gris) et a la
frontiére entre deux bandes. B) Diagramme représentant le rise-time de la PC1 (bleu pour la
bande ZIl+, gris pour la bande ZII-) par rapport a la PC2 (noir), en fonction du positionnement
de la paire par rapport a la frontiére et pour les populations dendritiques (cinétiques lentes,
en haut) et somatiques (cinétiques rapides, en bas). C) Diagrammes présentant I'amplitude en
pourcentage du seuil de détection pour tous les évéenements (gauche), la population
somatique (centre) et dendritique (droite).

En conclusion, on constate que l'organisation des projections des interneurones de la
couche moléculaire n'est pas comparable entre les cellules étoilées et les cellules en
panier. En effet, contrairement aux cellules étoilées, les projections des cellules en
panier paraissent sensibles a « I'identité » de la cellule de Purkinje cible, en fonction de
la bande longitudinale délimitée par le marqueur Zébrine-ll a laquelle celle-ci
appartient. Ce phénomeéne est vrai pour toute la largeur de la bande, et ce dés la
frontiére qui les sépare, renforcant l'idée que les marqueurs en patron zébré délimitent

des zones anatomiques et fonctionnelles.
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1. Validité des modeles et méthodes d’étude

1.1. Le modéle animal pour mimer la physiologie humaine

L'étude des systemes pathologiques permet d'une part d‘aller vers la compréhension
des mécanismes a leur origine dans le but de trouver des traitements, et d’autre part
d’enrichir la compréhension des mécanismes biologiques et comportementaux sains.
L'intérét d'étudier les pathologies humaines sur le modéle animal plutét que sur des
patients est multiple. La raison principale est un souci évident d’éthique, car une grande
partie de nos connaissances en biochimie, physiologie ou pharmacologie, n‘auraient pu
étre expérimentées sur 'hnomme. L'utilisation des modéles animaux comme base de
I'expérimentation est a ce moment possible étant donné que tous les étes vivants
présentent des similitudes biologiques que nous pouvons aisément exploiter. Prenons
un exemple; la jonction neuromusculaire de grenouille a été utilisée dans les années
1950 pour étudier le principe de la neurotransmission (Fatt et Katz, 1951) en raison de sa
facilité d’accés et de la bonne qualité des enregistrements obtenus avec la technologie
de cette époque. Effectivement, la neurotransmission chez les batraciens est analogue a
celle des mammiferes, et ne differe que Iégérement par l'architecture de la plaque
motrice. Ainsi un «bon» modeéle sera défini pour une condition expérimentale qui
possede le plus de similitudes avec le phénomene étudié chez 'homme, et ne peut en
aucun cas étre appréhendé indépendamment de la problématique posée. Dans notre
contexte global d'étude de la physiologie synaptique du cervelet, nous avons fait le
choix du modele murin, qui, comme I'homme, fait partie de la classe des mammiféres. A
ce titre, tous deux possedent une organisation semblable du systéme nerveux et a
fortiori du cervelet, ce qui nous permet de penser que les phénomeénes observés chez la

souris pourront par extension possiblement étre transposés chez 'homme.

Une autre dimension apportée par les modéles animaux concerne la fabrication
d’animaux transgéniques, modifiés génétiquement dans des buts divers : surexprimer
ou invalider un géne pour étudier les conséquences de la modification, ou encore
exprimer un géne rapporteur de maniere constitutive afin de pouvoir suivre la
localisation grace a une protéine chimére. La souris fait partie de la petite portion
d’animaux chez qui les manipulations génétiques sont possibles depuis plus d’'une
décennie. Dans le cadre de ma problématique de thése, jai bénéficié de cette
technologie pour étudier d’'une part les conséquences physiologiques de l'invalidation

du gene ilTrapll chez la souris « KO ilTrapl1 ». Dans ce cas, l'inactivation du géne chez la
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souris mime une mutation du géne humain, toutes deux impliquant I'absence
d’expression de la protéine il1rapl1l. Cet animal nous permet donc d'étudier les
conséquences de I'absence de la protéine IL1RAPL1 sur un organisme proche de celui
de 'homme. D’autre part, j'ai pu utiliser la souris « EAAT4-GFP », qui exprime une
protéine chimére couplée a la célebre protéine fluorescente verte, pour visualiser la
compartimentalisation du cervelet. Cette technique est nécessaire a la visualisation ex
vivo des bandes parasagittales sur les tranches aigués de cervelet, dans le but de cibler
les enregistrements de neurones. Cependant, l'organisation modulaire du cervelet est
plus classiquement délimitée selon le patron de Zébrine-Il, et non pas suivant le patron
de la protéine EAATA4. Or, il apparait que le patron d’expression de cette derniére est
quasi superposable a celui de Zébrine-ll, ce qui nous permet dutiliser cet animal
comme souris « rapportrice » de la segmentation du cervelet.

Quatre critéres proposés par Weiss et Kilts en 1998 sont communément utilisés pour
évaluer la validité des modeéles animaux créés pour mimer une pathologie humaine : 1)
le critere d'étiologie, qui implique que les causes du syndrome induit chez la souris,
soient similaires a celles de la pathologie humaine, 2) le critere d’homologie, qui
implique que les manifestations observées chez I'animal ressemblent aux symptomes
cliniques des patients, 3) le critere de physiopathologie, qui veut que les mécanismes
pathologiques soient analogues chez 'humain, et 4) le critére de réponse au traitement
qui se doit de concorder entre le modéle et le patient.

Dans notre contexte, la souris KO il1rapl1, comme beaucoup de modeles animaux du
retard mental lié au chromosome X, nous permet de satisfaire au moins un critére de
validité : le critere d’étiologie. Celui-ci est respecté par définition chez notre animal
transgénique, puisqu’il recréé la perte de fonction d’une protéine, suite a la mutation du
gene correspondant. Les autres critéres quant a eux sont plus difficiles a satisfaire. Le
critere de physiopathologie par exemple, ne pourra étre validé completement que
lorsque I'ensemble des dysfonctionnements sera étudié a la fois chez la souris et chez
I'hnomme, ce qui constitue un objectif trés lointain. Toutefois, la lumiére a pu étre faite
sur certaines problématiques. Par exemple, chez les patients atteins de retard mental, il
est couramment observé que les neurones présentent une altération de la morphologie
des épines dendritiques qui est également retrouvée dans la plupart des modeles
animaux du retard mental (Kaufmann et Moser, 2000 ; Humeau et al., 2009). Le critére de
réponse au traitement est intimement lié au critére de physiopathologie, car pour traiter
un trouble, il faut d'abord connaitre les mécanismes pathologiques qui I'engendrent
avant d’imaginer la maniére de les corriger. De plus, cela implique que le médicament
soit non seulement déja testé sur |'animal, mais également en stade de test clinique

pour que ce critére soit validé, mais dans le cas de il1rapl1, aucun traitement n’existe a
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ce jour. Le dernier critéere, le critere d'homologie, peut sembler inapproprié dans le
cadre de I'étude des retards mentaux. En effet, s'il peut étre étudié chez I'animal des
comportements alimentaires, moteurs, sensoriels, etc. il parait difficile d’étudier la
similitude de symptomes cognitifs comme la baisse des capacités intellectuelles, et
d'autant plus dans les cas de retards mentaux non-syndromiques comme ceux
provoqués par la mutation de ILTRAPL1, pour lesquels seules les déficiences mentales
sont observées.

Le modele KO ilTrapl1 ne satisfait donc que peu de critéres de validité, mais il convient a
ce moment de se poser la question d'une part de la pertinence de chacun de ces
critéres et d'autre part du bien fondé de vouloir obtenir un modéle dit « valide ». En
effet, un modéle « valide » deviendrait a ce moment parfaitement inutile a la recherche
puisqu’il aura entierement remplit sa fonction qui est de reproduire l'origine, les
mécanismes pathologiques et les conditions de traitement a la fois chez I'homme et le
modele. Cette discussion nous améne toutefois a la question de la Iégitimité d'utiliser le
cervelet de souris comme modéle d'étude du réseau neuronal, de surcroit dans le cadre

général du retard mental.

1.2. La tranche aigué de cervelet dans le contexte du retard
mental

Le modele que nous utilisons pour étudier la physiopathologie synaptique des retards
mentaux est la tranche aigué de cervelet, prélevée sur des souris mutées pour un géne
impliqué dans des retards mentaux monogéniques liés au chromosome X. Le choix du
cervelet avait été fait avant mon arrivée dans le laboratoire, pour de multiples raisons :
1) le cervelet possede une organisation précise, répétitive et bien documentée car cette
apparente simplicité a attiré un grand nombre de chercheurs, notamment en
électrophysiologie, 2) I'équipe en place a une bonne connaissance de cette structure,
étant donné qu’elle lui sert de modeéle depuis de longues années, 3) le développement
du cervelet se fait aprés la naissance chez la souris, ce qui nous a permis d’étudier
certains aspects de la maturation des circuits (Publication 1), 4) les protéines
synaptiques liées a un retard mental dont nous disposons des animaux mutés ont un
fort taux d’expression dans le cervelet et dans les cellules de Purkinje en particulier, et 5)
il existe un courant d’idées qui impliquerait le cervelet dans les fonctions supérieures et

la cognition, dont nous discuterons plus bas dans cette section.
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Le choix d'utiliser la tranche aigué présente un certain nombre d’avantages et
d’'inconvénients. En effet celle-ci permet entre autre une rapidité de préparation et une
grande facilité d’accés aux cellules pour I'enregistrement qui ne sont pas possibles lors
d’expérimentations in vivo, ainsi que la conservation des cellules du réseau dans un état
plus proche de leur environnement original comparativement a des cellules en culture.
En revanche, si elles permettent d’avoir une bonne idée du réseau local, comme par
exemple la connectivité des interneurones de la couche moléculaire sur les cellules de
Purkinje, elles ne permettent pas d'avoir une vue intégrée de l'ensemble du
fonctionnement de la structure, ce qu'il serait intéressant d’envisager pour I'étude du
fonctionnement modulaire par exemple. De plus, I'organisation géométrique des
cellules du cortex cérébelleux fait que certains dendrites et axones sont organisés
transversalement (c’est le cas des fibres paralléles, qui courent sur des longueurs
pouvant aller jusqu’a plusieurs millimetres) et d’autres longitudinalement (comme les
cellules de Purkinje), ce qui peut étre problématique pour conserver les longs
prolongements. Ainsi, sur les deux principaux travaux que j'ai réalisés durant ma thése,
j'ai été amenée a pratiquer des tranches de section parasagittale (Publication 1) et des
tranches de section transversale / horizontale (Publication 2). Les tranches
parasagittales permettent de visualiser le cortex cérébelleux ainsi que les noyaux
profonds et de garder intactes l'arbre dendritique des cellules de Purkinje et leurs
projections aux noyaux profonds. Les tranches transversales étaient nécessaires a la
conservation des fibres paralléles, la visualisation des compartiments délimités par les
bandes zébrine et a I'étude des connections des collatérales des interneurones au sein
de ces bandes. De ce fait, la cellule de Purkinje ne devrait pas strictement recevoir la
méme activité dans ces deux configurations, et en effet, les profils de distribution des
rise-times des sIPSCs ne sont pas parfaitement identiques. En tranches parasagittales,
nous observons systématiquement deux populations cinétiques (Figure 18), alors qu’en
tranches transversales il semblerait que I'on ait plus tendance a observer une troisieme
population de cinétique intermédiaire en plus des deux autres (Figure 27), que nous

avons identifiée comme correspondant aux collatérales des cellules en panier.

Le cervelet est bien connu pour ses fonctions dans le controle de la motricité, mais
depuis quelques décennies des évidences renforcent la possibilité qu'il soit impliqué
dans les fonctions cognitives. Sans revenir sur les exemples déja cités dans le présent
manuscrit a la section 1.5.2, je pense nécessaire d'apporter quelques complément a ce
stade de la discussion, notamment en ce qui concerne I'implication du cervelet dans le

retard mental. En effet, des études cliniques font indirectement le lien entre le cervelet
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et la cognition, a travers des cas cliniques de retard mental et dont quelques exemples
sont cités ci-dessous.

Le groupe des lissencéphalies dites de type Il, présente des malformations cérébrales
complexes, affectant en premier lieu le cervelet, les voies optiques et les muscles. A un
stade avancé, les cortex cérébral et cérébelleux sont totalement désorganisés, sans
aucune ébauche architectonique, avec alternance de zones d‘agyrie et de
micropolygyrie ; il existe en outre une hypoplasie vermienne, un défaut de
myélinisation et une hydrocéphalie (des Portes et al., 2000).

Une pathologie découverte récemment, dénommée « cerebellar cognitive affective
syndrome » (Schmahmann et Sherman, 1997, 1998 ; Tavano et al., 2007) pour laquelle
les patients présentent des lésions du lobe postérieur du cervelet et/ou du vermis, se
manifeste par différents troubles cognitifscomme une altération des fonctions
exécutives telles que la planification, la fluidité verbale, le raisonnement abstrait et la
mémoire de travail ; des difficultés avec la cognition spatiale, impliquant la mémoire,
I'organisation visuo-spatiale etc.

Si I'on prend en compte I'importance, toujours grandissante, des travaux qui soulignent
une relation entre le cervelet et la cognition ou plus particulierement dans notre cas le
cervelet et le retard mental, il parait difficile de rejeter complétement le fait que cette
structure puisse avoir une influence sur les fonctions supérieures. Du reste, pour élargir
le débat, il parait plutot réducteur d’essayer d’assigner une fonction précise a une
structure précise, car le systeme nerveux doit étre considéré comme un réseau de
structures interconnectées les unes avec les autres. Pour ma part, je préfére considérer
le circuit cérébelleux d’avantage comme un modéle d’étude de la physiopathologie des
synapse et de la maturation des circuits neuronaux, que comme un réel modéle d'étude

d’une structure cognitive dont la déficience entraine les symptomes mentaux connus.

Dans ce cadre, il parait intéressant en outre de se demander si les résultats que I'on
obtient avec les synapses cérébelleuses peuvent étre généralisés a I'ensemble des
synapses du systeme nerveux central, autrement dit, si le cervelet est un bon modele de
circuit synaptique. A ce titre un élément de perspective qui peut étre apporté a mon
travail serait d'élargir I'étude des déficits observés sur le KO ilTrapl1 a d’autres structures
comme I'hippocampe, le cortex cérébral, 'amygdale, mais également d’aller vers une
étude comparative des différents troubles observés lors de différentes mutations. Un
élément de réponse peut déja étre apporté a cette question, puisqu’il a été démontré
par notre équipe que la synapse entre les afférences corticales et I'amygdale latérale
présente un déficit de LTP chez les modéles murins de retard mental (ilTrapl1, ophnl,
rsk2 et gdil).
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De plus, au dela de notre modele en tranche aigué de cerveau, il parait intéressant
d’envisager in vivo I'étude des circuits neuronaux et des mécanismes qui sous-tendent
certaines fonctions cognitives. Dans le cervelet ceci pourrait étre appréhendé par
I'étude du conditionnement du reflexe de « eyeblink ». En effet, du fait de la simplicité
du paradigme, le phénomeéne de conditionnement décrit par Ivan Pavlov en 1927 est
encore largement utilisé pour étudier I'apprentissage et la formation de la mémoire
(Boele et al., 2010). Brievement, le reflexe de fermeture de la paupiére est un reflexe
défensif observé naturellement chez les animaux. Il peut étre évoqué par une
stimulation de la zone périoculaire par un flux dair par exemple (US, unconditioned
stimulus). Suite a une période d’entrainement, ce reflexe de fermeture de la paupiére
peut étre évoqué par une stimulation normalement neutre pour I'animal, comme par
exemple un son (CS, conditionned stimulus). La période d’entrainement (de
conditionnement), consiste a présenter a I'animal les deux stimuli successivement, pour
qu'il associe le stimulus neutre (le son) au stimulus agressif (le souffle d'air), provoquant
une réponse conditionnée (CR), c'est-a-dire concretement un reflexe de fermeture de la
paupiére suite a la stimulation sonore. Dans ce processus d’apprentissage, ce qui est
classiquement étudié est la latence d’apparition du conditionnement, qui est fortement
dépendante du cervelet dans ce cas-ci (Koekkoek et al., 2003). Or il a été observé dans
des cas de retards mentaux comme le syndrome du X Fragile, que cette latence était
retardée par rapport aux individus contréle (chez I'homme : Tobia et Woodruff-Pak,
2009). Ainsi, ces différentes approches, impliquant différents niveaux d’étude, semblent
étre de bonnes pistes pour explorer les altérations du traitement de l'information qui

ont lieu chez des individus présentant des pathologies mentales.

Pour conclure, il apparait inévitable d'utiliser des modeéles animaux (in vivo, ex vivo) ou
des modeles de substitution (in vitro, culture cellulaire, modélisation in silico etc.) dans la
recherche en sciences de la vie, mais ceci ne trouve du sens que dans la mesure ou ils
peuvent étre comparés aux mécanismes observés chez I'humain, et en connaissant les
limites associées a l'utilisation de ces modéles. En effet, inévitablement, les différences
entre les cerveaux humains et dans notre cas murins, comme par exemple I'absence de
circonvolutions cérébrales chez la souris, les divergences qui existent durant le
développement, ou le fait méme que les animaux ne soient pas doués des mémes
capacités de cognition que nous, restent des obstacles majeures a I'obtention d'une

compréhension totale du fonctionnement du systéme humain.
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1.3. Utilisation des parameétres synaptiques dans I'étude des
circuits neuronaux

De nombreuses molécules (lipidiques, protéiques) composent la synapse, aussi bien du
coté pré- que postsynaptique et sont nécessaires au bon fonctionnement de la
neurotransmission (Tritsch et al., 1999). Celle-ci engendre un changement transitoire du
potentiel de membrane de la cellule postsynaptique, qui peut étre visualisé en patch
clamp en configuration cellule entiere, comme un courant postsynaptique (PSC). Ces
courants sont caractérisées par leur « rise-time », « decay-time» et amplitude qui
renseignent sur la physiologie des compartiments pré- et postsynaptiques, ainsi que de
leur fréquence qui reflete l'activité du circuit en amont. Or certaines mutations
provoquant un retard mental chez I'individu peuvent toucher un géne a l'origine d'une
protéine participant au fonctionnement de la synapse (Chelly et al., 2006 ; Humeau et
al., 2009 ). L'absence de cette protéine impliquera dans certains cas la modification de la
transmission synaptique, cette modification pouvant étre visualisée en suivant les

parametres synaptiques des neurones du réseau étudié.

ILTRAPL1T est un récepteur orphelin, connu pour interagir d’une part avec NCS-1 du coté
présynaptique, et d'autre part avec PSD-95 du coté postsynaptique. Son influence sur la
neurotransmission a pu étre mise en évidence par I'étude électrophysiologique de
réseaux de neurones dans des conditions spécifiques. En effet, nous avons choisi
d’enregistrer les courants postsynaptiques inhibiteurs spontanés et évoqués sur des
cellules de Purkinje maintenues a un potentiel de +10/+30 mV, en utilisant une solution
intracellulaire contenant du césium (Cs) et du QX314, pour éviter que la dépolarisation
n‘entraine la décharge de potentiels d’actions. Cette condition expérimentale nous
permet d’isoler les courants inhibiteurs des courants excitateurs, sans avoir a appliquer
de bloqueurs sur la tranche aigué. Cette précaution est nécessaire dans nos expériences
pour observer le recrutement de type feedforward exercé par la fibre paralléle et

conserver le réseau dans un état plus physiologique.

Dans la Publication 1, nous avons montré un réveil précoce des interneurones de la
couche moléculaire, qui se traduit par une forte augmentation de I'amplitude des
courants postsynaptiques entre p10 et P14 chez le KO il1rapl1, dépendante de l'activité
feedforward de la fibre paralléle. De par la nature quantique de la neurotransmission,
I'amplitude des courants postsynaptiques est liée d'un coté au nombre d’évenements
de fusion vésiculaire déclenchés par 'arrivée du potentiel d’action présynaptique, et de

I'autre par la composition en sous-unité du récepteur qui détermine la conductance
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unitaire des récepteurs (pour revue, voir Mayer et Armstrong 2004). Ainsi, aux vues de
I'interaction de IL1RAPL1 avec NCS1 et PSD-95, on pourrait donc imaginer a la fois un
dysfonctionnement dans le processus de libération des neurotransmetteurs au niveau
de la présynapse et une altération des mécanismes postsynaptiques impliquant les
récepteurs canaux a la synapse entre les fibres paralléles et les interneurones de la
couche moléculaire, causés respectivement par ces protéines. Pour vérifier ces
hypotheses, [l'utilisation des seuls parameétres synaptiques est insuffisante. Il
conviendrait de mener une étude et une analyse des parameétres quantiques de la

neurotransmission pour connaitre l'origine précise du dysfonctionnement.

2. Importance de I'activité neuronale pendant le
développement

Le fonctionnement du systéeme nerveux repose schématiquement sur une organisation
des connexions qui se mettent en place au cours du développement et les
modifications qui s'acquiéerent lors de I'expérience de I'individu. Concernant le premier
point, il est connu que la formation des connexions se fait en un processus en plusieurs
étapes : la croissance chimioguidée des axones des neurones par le cone de croissance
dans des voies spécifiques, la reconnaissance de la cible pour I'établissement de la
connexion initiale puis une étape de dynamique de la synapse pendant laquelle les
connexions s'affinent, se remodelent, se rétractent ou se renforcent etc. pour arriver
d’une synapse grossiére a une synapse mature (pour revue : Goodman et Shatz, 1993).
Contrairement aux deux premiéres étapes, cette derniére nécessite une activité
neuronale et ne s’arréte pas a la fin du développement du systéme nerveux, mais
continue tout au long de la vie. En effet, les entrées sensorielles provenant du monde
extérieur continuent de modifier la structure des dendrites (Purves et al., 1986 ; Bailey et
Chen, 1989), les prolongements axonaux ou la force des synapses, ce qui constitue le
phénomeéne appelé « plasticité neuronale ».

Dans le cervelet, il est connu que la dendritogeneése particuliere de la cellule de Purkinje
a lieu en méme temps que le développement des afférences synaptiques et que celles-
ci sont nécessaires a son bon développement. En effet, chez les souris weaver et reeler
par exemple, pour lesquelles le cervelet ne possede pas de cellules granulaires qui
constituent habituellement plus de 90 % des connexions afférant a la cellule de
Purkinje, les somas des cellules de Purkinje sont mal alignés, ont des dendrites
désorientés, moins ramifiés, et qui présentent un retard de croissance (Sotelo, 1978,
2004; Crepel et al., 1980; Garcia-Lopez et al., 2010). Un autre exemple célebre de
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développement dépendant de l'activité neuronale est la formation de la carte
retinotectale, qui ne pourrait atteindre le degré de précision observé sans la décharge
des neurones du nerf optique (grenouille : Meyer, 1982, 1983 ; poulet : Kobayashi et al.,
1990 ; souris : Benedetti, 1995). De plus, ces décharges doivent avoir non seulement lieu
dans une fenétre temporelle précise, mais également selon un patron de décharge
précis (Schmidt et Eisele, 1985 ; Cook et Becker, 1990) pour produire un effet
permanent, alors qu’en dehors de ces conditions elles n‘auront pas d’effet. Mais ces
périodes critiques du développement, largement illustrée sur les systemes sensoriels et
moteurs, peuvent-elles avoir une influence au niveau du comportement ou de la
cognition ? D’'une part, dans notre contexte, de nombreuses mutations de génes
impliquées dans le développement neuronal ont été associées a des cas séveres de
retards mentaux (Vaillend et al., 2008b). D'autre part, nous pouvons également citer une
expérience menée par Harry Harlow en 1958, qui a démontré que la privation
maternelle et sociale de macaques rhésus nouveaux nés, entrainait au moment de leur
réinsertion, des comportements autistiques qui ne sont pas observés chez des individus
isolés a des ages plus avancés. Bien que les mécanismes physiologiques de ce
phénoméne ne soient pas connus, il semblerait que l'activité neuronale que l'on
pourrait observer chez ces individus affectés soit différente de celle des individus non
affectés.

Ainsi, aux vues de ces exemples, il est tentant de penser que toute anomalie, méme
transitoire, de I'activité électrique des neurones pourrait étre responsable de I'étiologie

de pathologies mentales.

D'un point de vue moins intégré, nos résultats ameénent un certain nombre de
questions. Premierement la question trés générale de la fonction de IL1RAPL1 dans le
systeme nerveux central. Ce récepteur est-il activé par un mécanisme / une molécule
connu ? Une partie de réponse a été apportée récemment par nos collaborateurs,
I'équipe de Jamel Chelly, qui suggérent que IL1RAPL1 pourrait étre le récepteur, ou le
co-récepteur, de IL-1f. Cette molécule induirait la modulation des fonctions cognitives
via la voie IL-1/ILTRAPL1/JNK dans les neurones pour modifier la localisation de PSD-95
(Avital et al,, 2003 ; Ross et al., 2003 ; Goshen et al., 2009 ; Pavlowsky et al., 2010b), tout
du moins dans les synapses excitatrices. Si ces découvertes a I'échelle moléculaire et
comportementale sont avérées, il n‘en reste pas moins la question des mécanismes
physiopathologiques a I'échelle du réseau neuronal, a laquelle notre équipe pourrait
éventuellement répondre.

Pour arriver a une étude complete, il faudrait pouvoir déterminer les mécanismes qui

sous-tendent le réveil précoce des interneurones de la couche moléculaire, ainsi que les

95



conséquences induites sur le cervelet, le systeme nerveux, I'organisme, voir I'individu
entier avec son expérience, ses comportements et ses émotions. En effet, nous savons
que le développement implique une succession de mécanismes qui doivent étre suivis
dans un contréle spatial et temporel strictes, mais est-ce réellement le cas du
phénomeéne que nous avons observé ? Autrement dit, la période entre P10 et P14 chez
la souris est-elle une période critique du développement des connexions du cervelet ?
En tout les cas cette période correspond précisément au début des connexions
précoces entre la fibre parallele et les cellules de Purkinje, entre les interneurones de la
couche moléculaire et les cellules de Purkinje, ainsi que la disparition de la
multiinervation des cellules de Purkinje par les fibres grimpantes. De plus la
suractivation de ces neurones entre P10 et P14 provoque une levée d'inhibition de la
cellule de Purkinje sur les noyaux profonds cérébelleux pendant la méme période, mais
influence-t-elle I'activité synaptique durablement? A ce jour il est difficile dans ces
conditions expérimentales de vérifier si aprés P14 il y a un retour a la normale de
I'activité synaptique sur les noyaux profonds ou si le phénomene persiste, car les
neurones qui les composent sont difficiles a enregistrer aprés P14. Influence-t-elle
I'activité des noyaux profonds cérébelleux vers ses cibles ? Etant donné la diversité et la
localisation des cibles des noyaux profonds il parait également impossible de répondre
a cette question dans la configuration expérimentale actuelle, ex vivo. Par contre, une
perspective a court terme serait de pouvoir identifier qui des cellules étoilées ou des

cellules en panier contribue au réveil précoce de I'inhibition de la cellule de Purkinje.

3. Physiologie et roles des interneurones de la couche
moléculaire

La question du role respectif des cellules en panier et des cellules étoilées n’a jamais pu
étre clairement déterminée, principalement en raison de l'absence de marqueurs
spécifiques permettant de les différencier (Simat et al., 2007; Schilling et al., 2008). Dans
I’étude qui fait I'objet de la Publication 2, nous avons pu séparer physiologiquement ces
deux types cellulaires grace aux paramétres synaptiques que chacun exprime sur les
courants postsynaptiques inhibiteurs enregistrés au niveau de la cellule de Purkinje. Ce
critere d'identification nous a permis de tester leur role respectif au sein du cortex
cérébelleux, et en particulier par rapport aux modules parasagittaux délimités par le
marqueur Zébrine-lI.
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3.1. La cinétique des IPSCs enregistrés sur les PCs permet
d’identifier les interneurones de la couche moléculaire

L'une des principales observations de notre étude est I'existence de deux populations
d’événements synaptiques, chacune caractérisée par des cinétiques spécifiques. Cette
différence doit vraisemblablement résulter de propriétés intrinséques différentes entre
les interneurones de la couche moléculaire, telles que la localisation de leurs contacts
synaptiques sur la cellule de Purkinje. Ces deux populations d'évenements
cinétiquement différents avaient déja été observées par Llano et ses collaborateurs
(2000), qui proposaient que la population rapide devait correspondre a des IPSCs non
filtrés, arrivant a proximité du soma des cellules de Purkinje ou a lieu I'enregistrement.
Cette hypothese n’avait pas été vérifiée expérimentalement jusqu’a ce jour, et
I'ensemble des résultats présentés dans la section 2.1 nous conforte dans cette idée. En
effet d'une part, I'étude développementale (Figure 19) de la variabilité des rise-times
suggeére que les événements lents proviennent de synapses se formant en parallele a la
croissance de l'arbre dendritique de la cellule de Purkinje, contrairement aux
événements rapides qui y sont relativement insensibles ; et d'autre part, la stimulation
directe (Figure 21) ainsi que le recrutement feedforward (Figure 24) des interneurones
donne systématiquement naissance aux deux populations évoquées possédant les
mémes caractéristiques cinétiques que les IPSCs spontanés. Toutefois, il n'est pas exclu
que ces populations soient « contaminées » par des contacts récurrents provenant des
cellules de Purkinje voisines, mais ceux-ci sont relativement peu fréquents dans un
cervelet mature (Watt et al., 2009) et de plus probablement coupés par la section
transversale des tranches aigués (Figure 24).

Ceci nous permet de conclure que les cellules étoilée, qui forment des contacts
dendritiques présentent des cinétiques lentes par rapport aux cellules en panier dont
les cinétiques sont rapides du fait de la localisation de leur contact synaptique
somatique massif, connu sous le nom de synapse en pinceau (Palay et Chan-Palay, 1974;
Ango et al., 2004).

3.2. La cellule en panier est susceptible de participer a
I'organisation latérale de I'inhibition du cortex cérébelleux

La possibilité d'identifier les cellules étoilées des cellules en panier étant rendue
possible, nous avons pu mettre en évidence certaines différences fonctionnelles entre

ces deux types d'interneurones. Ainsi, en addition aux travaux de Carter et Regehr
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(2002) qui indiquent que la cellule étoilée est tres fortement influencée par un unique
quantum de neurotransmetteur, nos résultats suggérent qu'il existe un gradient
d’activité dans la couche moléculaire, qui favorise I'excitabilité des cellules étoilées par
rapport aux cellules en panier, les rendant plus sensibles a de faibles stimulations des
faisceaux de fibres paralléles (Figure 25). Ces résultats soulignent le fait que le
recrutement feedforward de chacun des types d'interneurones de la couche
moléculaire n’est pas équivalent au sein d'un microcircuit cérébelleux. Mais la question
du contréle de l'activité de la cellule de Purkinje par les interneurones de la couche
moléculaire, ainsi que du role respectif de chacun d’entre eux, notamment dans
I'inhibition latérale, n’est pas élucidée. En effet, bien qu’il soit clairement démontré que
I'activation de l'inhibition corticocérébelleuse par la stimulation des faisceaux de fibres
paralléles soit hétérogéne et suive le patron du marqueur Zébrine-ll (Gao et al., 2006),
celle-ci ne semble pas reposer sur une réalité anatomique, puisque |'organisation
ultrastructurale des connexions des fibres paralléles et des interneurones sur les cellules
de Purkinje apparait comme homogene sur toute la largeur du folium (Palay et Chan-
Palay, 1974). Cependant cette activation hétérogene doit nécessairement reposer sur
une organisation latérale particuliére des connexions inhibitrices arrivant sur la cellule
de Purkinje, car les seuls patrons d’expression des zébrines ne pourraient pas expliquer
la totalité du phénomeéne. Nos résultats, qui montrent qu’il existe une organisation
latérale différente des collatérales des cellules en panier en fonction des bandes
parasagittales pourrait y contribuer. En effet, les cellules en panier semblent établir des
connexions somatiques dans les bandes Zébrine-Il négatives et dendritiques proximales
dans les bandes Zébrine-Il positives, qui ne traversent pas la frontiére entre les bandes
Zébrine-ll. Ce dernier point pourrait éventuellement contribuer a un cloisonnement
d’un certain type d'information dans les bandes parasagittales.

Par contre, nos observations n’expliquent pas le fait que les bandes Zébrine-Il positives
répondent plus fortement a la stimulation des fibres paralléles que les bandes Zébrine-l
négatives mis en évidence par Gao et ses collaborateurs (2006). Toutefois nous avons
mesuré une légeére tendance des grands évenements dendritiques a étre plus fréquents
dans les bandes Zébrine-Il positives, ce qui pourrait contribuer a accentuer la différence
d’inhibition enregistrée a la surface du folium par ces chercheurs. Parmi les autres
facteurs pouvant contribuer a cette différence, le profil de connectivité des
interneurones entre eux (Kondo et Marty, 1998) pourrait également faire 'objet d’'une
étude. Nous ne pouvons pas non plus négliger le grand nombre de molécules qui ont
un patron d’expression semblable ou complémentaire a Zébrine-Il, dont certains ont
des réles dans les voies cellulaires ou la neurotransmission et qui doivent d’'une certaine

maniéere contribuer a former I'organisation modulaire du cervelet.
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