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NOUVELLE

Les connexions neuronales

en pleine lumiere

L’organisation des réseaux inhibiteurs

dans le néocortex

Elodie Fino

> D’un point de vue phylogénétique, le
cortex est la structure cérébrale la plus
évoluée. Il constitue la base neuronale
de nombreuses fonctions allant de fonc-
tions sensorielles ou motrices jusqu’'a
des fonctions cognitives élaborées. Le
fonctionnement du cortex repose sur la
mise en jeu de réseaux neuronaux com-
plexes. La connaissance exacte de 'or-
ganisation anatomique et fonctionnelle
de ces réseaux est donc déterminante
pour une meilleure compréhension des
fonctions corticales. Cependant, cette
tache est rendue trés délicate en raison
du nombre et de la variété des neurones
qui composent ces réseaux et parce qu’il
est nécessaire de comprendre comment
chaque type cellulaire s’integre au cceur
des circuits corticaux.

Connaitre la structure des circuits

corticaux pour comprendre leur fonction
Les premieres études des réseaux corti-
caux se sont focalisées sur les connexions
excitatrices existant entre les cellules
pyramidales, les neurones principaux du
cortex. Les cellules pyramidales sont les
éléments clés du traitement de Iinfor-
mation. Cependant, le cortex est éga-
lement constitué d’interneurones inhi-
biteurs GABAergiques qui représentent
environ 20 % des neurones corticaux. Ces
interneurones jouent un réle déterminant
puisqu’ils exercent un effet inhibiteur
important sur les cellules pyramidales en
contrdlant leur activité de décharge. Leur
role est dramatiquement illustré dans des
pathologies séveres, telles que I'épilep-
sie ou la schizophrénie, puisqu’un dys-
fonctionnement de I'activité inhibitrice
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de ces neurones serait a I'origine des
symptdmes observés [1, 2]. U'étude des
réseaux GABAergiques inhibiteurs est
donc essentielle a la compréhension du
traitement des informations corticales.
Il existe différents types d’interneurones
corticaux qui établissent des contacts
spécifiques avec différentes parties des
cellules pyramidales, allouant a chacun
d’entre eux une spécificité dans la régu-
lation de I'activité de ces cellules et donc
du réseau cortical [3]. Il est donc néces-
saire d’étudier indépendamment chaque
type d’interneurones. Dans cette Nou-
velle, nous nous intéresserons aux inter-
neurones GABAergiques qui expriment
la somatostatine et qui représentent
30 % des interneurones GABAergiques
corticaux. Ils ciblent préférentiellement
les dendrites des cellules pyramidales,
contrdlant ainsi I"excitabilité dendritique
et I'intégration des entrées synaptiques
[4, 5]. Mais pour comprendre pleine-
ment le role de ces interneurones dans
la modulation des réseaux fonctionnels
excitateurs, il est également nécessaire
de caractériser I’organisation anato-
mique et fonctionnelle des réseaux inhi-
biteurs. Ceci nécessite de quantifier la
proportion des afférences inhibitrices,
mais également de déterminer si elles
ciblent de maniere tres spécifique les
réseaux fonctionnels excitateurs ou si,
au contraire, elles exercent un contrdle
global.

Comment étudier la connectivité
neuronale ?

La majorité des études de connecti-
vité neuronale sont réalisées au moyen

d’enregistrements électrophysiologiques
doubles en patch-clamp qui permettent,
a 'aide d’électrodes, de tester les
connexions entre les neurones présy-
naptiques et postsynaptiques. Cepen-
dant, cette approche ne permet pas
d’avoir une vue d’ensemble du réseau
et de sa connectivité en raison du faible
nombre de cellules enregistrées simul-
tanément. Pour résoudre ce probleme, il
est nécessaire d’utiliser une technique
qui permet de tester rapidement plu-
sieurs connexions dans les mémes condi-
tions expérimentales tout en gardant une
résolution cellulaire. Une combinaison
de techniques dynamiques associant la
photolyse de glutamate, la microscopie
biphotonique et le multi patch-clamp
permet maintenant la dissection ana-
tomo-fonctionnelle des microcircuits
neuronaux [6]. Cette combinaison de
techniques permet de définir simulta-
nément les connexions fonctionnelles
entre plusieurs dizaines de cellules avec
une résolution spatiale extrémement
fine (de I'ordre du micrometre) et, ainsi,
de tester a une large échelle I'organisa-
tion des réseaux inhibiteurs au sein d’un
microcircuit cortical.

La photolyse biphotonique de glutamate :
un outil pour révéler les connexions
neuronales

La photolyse biphotonique de glutamate
permet d’activer les neurones optique-
ment, grdce a un laser, de maniére extré-
mement ciblée. Le principe consiste a
libérer du glutamate a proximité immé-
diate d’un neurone, pour qu’il se fixe
sur les récepteurs du neurone ciblé et
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A RuBi-Glutamate

Figure 1. Le RuBi-Glutamate : une nouvelle molécule optimisée pour la photolyse biphotonique. A. Lorsque le
RuBi-Glutamate (gauche) est illuminé par le laser, la liaison entre la cage et le glutamate est rompue et le
glutamate est libéré (droite). B. Photographie en microscopie biphotonique d’une tranche de cortex de souris
dont les interneurones a somatostatine expriment la GFP. C. Exemple d’un neurone enregistré en patch-clamp
sur lequel on cible le laser (photographie de gauche). La photolyse biphotonique de RuBi-Glutamate (indi-
quée par les traits en gras sur le graphe) entraine I'activation du neurone et le déclenchement de potentiels
d’action (courbes rouges). D-€. Le RuBi-Glutamate permet d’activer les neurones avec une excellente réso-

lution spatiale car le déplacement du laser de quelques micrometres en dehors du corps cellulaire annule les

potentiels d’action évoqués (repris de [7, 81).

entraine son activation par le déclen-
chement de potentiels d’action. Cette
technique utilise un composé de glu-
tamate « cagé », ol le glutamate est
couplé & une molécule (appelée molé-
cule cage) le rendant ainsi biologique-
ment inactif et donc incapable de se
fixer 4 ses récepteurs (Figure 1A). Le
RuBi-Glutamate [7], un composé déve-
loppé récemment, s’avere la plus effi-
cace des molécules utilisées jusqu’ici.
€n réponse a l'illumination du RuBi-
Glutamate par le laser, le glutamate
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microscopie biphotonique)
permet d’activer les neu-
rones avec une trés bonne
résolution spatiale et tem-
porelle. Ainsi, si I'on déplace
le laser de quelques micro-
metres en dehors du neurone
ciblé, le glutamate ne pourra
plus évoquer de potentiels
d’action car il sera libéré
« trop loin » (Figure 1DE).
Cette technique permet donc
d’activer les neurones avec
une trés grande précision, a
la fois spatiale et tempo-
relle. De plus, le déplace-
ment rapide (de I’ordre de
quelques millisecondes) du
laser d’un neurone a 'autre
permet d’analyser un grand
nombre de connexions neuro-
nales et ce tres rapidement.

Identification de réseaux
inhibiteurs denses

dans les circuits corticaux

€n utilisant cette combi-

Potentiels d’action évoqués (%)
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est libéré et peut désormais activer le
neurone ciblé (Figure 14). Ainsi, il est
possible de cibler et d’activer un type
neuronal précis dans des tranches de
cerveaux de souris dans lesquelles une
sous-population neuronale exprime la
green-fluorescent protein (GFP). Lenre-
gistrement simultané en patch-clamp
du neurone ciblé permet de voir les
potentiels d’action déclenchés par la
photolyse du glutamate (Figure 1C).
De plus, Iillumination a des longueurs
d’onde élevées (possible uniquement en

! . .
12 naison de techniques, nous

avons étudié I"organisation
des réseaux inhibiteurs que
forment les interneurones
GABAergiques a somatosta-
tine contactant les cellules
pyramidales dans le cortex
frontal (dans les couches
superficielles 2/3) [8]. Ainsi,
les interneurones localisés
dans les tranches de cortex
frontal de souris exprimant la
somatostatine-GFP (Figure 1B) ont été
activés séquentiellement par photolyse
biphotonique du RuBi-Glutamate et les
réponses évoquées dans deux ou trois
cellules pyramidales ont été enregistrées
simultanément en multi patch-clamp
(Figure 2A). Afin de prendre en compte
un maximum d’interneurones présents
dans le réseau étudié, nous avons choisi
un large champ d’investigation de 600
x 800 pm. La microscopie biphotonique
permet de stimuler les interneurones
séquentiellement dans différents plans
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Figure 2. Cartographie des connexions inhibitrices dans la couche 2/3 du cortex frontal. A. Photographies en
microscopie biphotonique montrant I’ensemble des interneurones GFP stimulés par photolyse biphotonique du RuBi-
Glutamate avec un enregistrement paralléle des réponses évoquées dans deux cellules pyramidales. Les cercles
rouges indiquent les interneurones connectés aux cellules pyramidales et les bleus les interneurones non connectés
(cellule 1 a gauche, cellule 2 & droite). B. La probabilité de recevoir des connexions inhibitrices pour une cellule
pyramidale est trés importante localement et décroit en fonction de la distance. C. Représentation schématique

de la densité des connexions inhibitrices sur les cellules pyramidales, que celles-ci soient connectées entre elles ou

non (repris de [8]).

axiaux et sur une profondeur de I’ordre
de 100 pm. Ainsi, ’ensemble des inter-
neurones présents autour des cellules
pyramidales et appartenant a un micro-
circuit local ont pu étre testés, soit de
10 a 45 interneurones dans le méme
champ cortical. Cette méthodologie
permet d’analyser un grand nombre de
connexions dans les mémes conditions
expérimentales (Figure 24).

Ces expériences ont permis de construire
des cartographies de réseaux inhibiteurs
(Figure 2A). Ces cartographies ont montré
que les cellules pyramidales recoivent
une innervation massive des interneu-
rones a somatostatine puisque, loca-
lement, 70 a 80 % des interneurones
sont en contact avec les cellules pyra-
midales enregistrées. Ce pourcentage est
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pour des distances
supérieures a 300 pm,
40 % des interneurones
sont connectés aux cel-
lules pyramidales. Ces
expériences révelent
donc que la densité
des réseaux inhibiteurs
locaux est beaucoup
plus importante que
ce qui avait été décrit
précédemment.

D’autre part, grdce
a I'enregistrement

électrophysiologique

L2/3
simultané de plusieurs
® cellules pyramidales
voisines, nous avons
o pu comparer les car-
o tographies de réseaux

o inhibiteurs pour des
cellules pyramidales

deux a trois fois plus élevé que celui qui
est observé avec des doubles ou triples
enregistrements en patch-clamp [9].
Cette différence s’explique probablement
par le nombre beaucoup plus élevé de
connexions inhibitrices qui ont pu étre
testées, mais également par le fait que la
microscopie biphotonique permet d’étu-
dier les cellules localisées profondément
dans la tranche de cerveau, optimisant
les chances de préserver les connexions
intactes. Il existe également une forte
corrélation entre la connectivité et la
distance entre les interneurones et les
cellules pyramidales (Figure 2B). Ainsi,
une cellule pyramidale proche des inter-
neurones aura plus de chances d’étre en
contact avec ces interneurones qu’une
cellule plus éloignée. Cependant, méme

connectées apparte-
nant @ un méme réseau
fonctionnel, ou des cel-
lules pyramidales non
connectées appartenant
a des réseaux fonction-
nels distincts. La Figure
2A illustre un exemple
de cartographies inhibi-
trices pour deux cellules
pyramidales voisines
non connectées. On y observe la simi-
litude des réseaux inhibiteurs pour ces
deux cellules pyramidales voisines. De
fagon surprenante, nous avons observé
un méme degré de similitude que les
cellules pyramidales soient connec-
tées ou non (Figure 2C). Ces résul-
tats démontrent que la spécificité de
connectivité des entrées inhibitrices est
indépendante de la connectivité entre
les cellules pyramidales.

L'organisation anatomofonctionnelle
des réseaux inhibiteurs ainsi cartogra-
phiés révele une densité des connexions
inhibitrices beaucoup plus importante
que ce qui avait été observé précédem-
ment, renforcant I'importance fonc-
tionnelle de I'inhibition dans les cir-
cuits corticaux. De plus, de manieére



surprenante, la spécificité de connexion
de ces réseaux inhibiteurs semble indé-
pendante des microcircuits excitateurs
locaux. Le role des réseaux inhibiteurs
n’apparait donc pas comme restreint
au contréle précis d’un réseau fonc-
tionnel mais plutét comme un contrdle
global local de la balance excitation/
inhibition et une modulation de la sortie
fonctionnelle des circuits corticaux. ¢
Dense inhibitory neuronal networks
revealed by two-photon
photoactivation of RuBi-Glutamate

Le Yin et le Yang
de la sénescence

Est-il possible de vieillir
sans développer de cancer ?

Matthieu Lacroix, Laetitia K. Linares,

Laurent Le Cam

> La sénescence, encore appelée vieillisse-
ment cellulaire, se caractérise par un arrét
irréversible de la prolifération cellulaire
associé a certains changements morpho-
logiques, métaboliques et sécrétoires (=)

[11, 12]. Découvert par

(=) Voir Particle
de J.M. Brondello
etal., page 288

Leonard Hayflick dans
les années 1960 comme
une réponse antiprolifé-  de ce numéro
rative de la cellule ori-

ginellement associée au raccourcissement
télomérique, il est maintenant établi que
ce processus de sénescence peut inter-
venir dans d’autres conditions de stress :
stress génotoxiques, métaboliques, ou
oncogéniques.

Sila sénescence fut longtemps considérée
comme un artéfact de culture cellulaire
in vitro, plusieurs études indépendantes
ont permis de démontrer son existence in
vivo. Les travaux récents des laboratoires
de J.M. Van Deursen [1] et de L. Zender
[2] confirment, via des arguments géné-
tiques importants, le réle in vivo de la
sénescence au cours du vieillissement et
dans certaines réponses antitumorales.
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Les cellules sénescentes exprimant p16
participent au vieillissement

de 'organisme

Un modéle d’élimination sélective

des cellules sénescentes

Le premier modeéle murin génétiquement
modifié décrit dans ces études repose
sur une approche de type « gene sui-
cide » dont I’expression est restreinte
aux cellules sénescentes. Dans ce modele
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de tumeur : les protéines p16'™“® et ARF
(alternative reading frame, pl4*f
’homme ou pl9*F chez la souris). Ce

chez

locus constitue un point de convergence
de nombreux signaux de stress condui-
sant in fine a la modulation des voies
impliquant les suppresseurs de tumeur
Rb et p53 [3]. Ces derniers sont des
régulateurs clé de la sénescence, et les
voies qu’ils empruntent représentent
I’archétype des voies des suppresseurs
de tumeurs. De fait, ces voies de signa-
lisation sont inactivées, a un niveau ou
a un autre, dans pratiquement toutes les
tumeurs.

Cette stratégie originale a permis a
Baker et al. [1] de montrer que la des-
truction des cellules sénescentes expri-
mant pl6™“4® (et donc le géne suicide)
améliorait significativement certains
symptdmes associés a un vieillissement
prématuré dans un modéle murin pro-
géroide basé sur 'expression d’un allele
hypomorphe de la kinase BubR1 (Bub-
R1MYP/HYP) [47]. Ces travaux font écho
a de précédentes études démontrant
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