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Avant-propos.
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Introduction

De nombreuses fonctions physiologiques sont controlées par des réseaux de neurones tres
spécifiques qui interagissent entre eux de maniere complexe a travers tout le systéme nerveux
central. Au cours des derni¢res décennies, de nombreux travaux ont été réalisés pour
comprendre, en terme de propriétés cellulaires et synaptiques, le fonctionnement de ces
réseaux neuronaux. Si sur certaines préparations d’invertébrés, la structure fonctionnelle de
ces réseaux a pu €tre décrite (Marder and Calabrese, 1996), celle des réseaux numériquement
plus nombreux tels qu’on les rencontre dans le systeme nerveux central des mammiféres, reste
a ce jour tres partiellement comprise. Une des approches possibles pour mieux comprendre
I’organisation de ces réseaux est d’analyser leur mise en place au cours du développement. De
nombreux travaux indiquent que I’ontogenéese des réseaux de neurones comporte deux phases.
La premicére, trés précoce, consiste principalement en des multiplications, des migrations, des
croissances cellulaires conduisant a la formation de réseaux immatures ou « proto-réseaux »
(Lee and Pfaff, 2001; Lewis, 1996; Pearlman et al., 1998). La seconde phase, plus tardive, va
permettre a ces « proto-réseaux » d’acquérir progressivement leurs propriétés adultes. Cette
seconde phase a fait I’objet de nombreuses études qui se sont attachées a décrire la maturation
de circuits nerveux telle que la rétine (Shatz, 1996), le cortex ou I’hippocampe (Ben-Ari et al.,
1989; Khazipov et al., 2001; Leinekugel et al., 1999; Momose-Sato et al., 2003). Bien que ces
travaux aient apporté un grand nombre de concepts importants, les données recueillies sur ces
réseaux ne permettent pas toujours d’appréhender la signification fonctionnelle des activités
générées par ces circuits neuronaux. Par contre, 1’é¢tude des réseaux spinaux moteurs permet
d’avoir acces a des activités électriques facilement enregistrables et corrélables a des activités
motrices connues aussi bien chez I’embryon que chez 1’adulte (Cazalets and Bertrand, 2000;
Clarac et al., 2004; O'Donovan et al., 1992).

Le modele de la moelle épiniére, comme les autres modeles de réseaux, présente lui aussi

deux phases de développement : une trés précoce, basée sur des interactions moléculaires, est
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souvent décrite comme exemple dans la mise en place précoce des constituants des futurs
réseaux neuronaux (voir revues Jacob and Briscoe, 2003; Lee and Pfaff, 2001), et une autre,
ultérieure, basée sur la mise en place de connections liées ou pas a des processus activité-
dépendants.

Aux stades précoces de développement (stade embryonnaire (E) 9- E12, chez la souris), le
tube neural incluant la future moelle épinicére, contient des cellules multipotentes. Ces
cellules, localisées dans la zone ventriculaire du tube neurale, peuvent étre regroupées en
domaines selon le type de génes qu’elles expriment: on parle de domaines progéniteurs.
Ainsi, dans la moelle ventrale, on peut distinguer 5 domaines (p0, p1, p2, pMN et p3) qui vont
donner naissance a différents types cellulaires. Les motoneurones vont étre parmi les premiers
a se différencier a partir de la région pMN (par exemple au stade E10 chez le rat, Matsuda,
2002), les autres régions donnant différents types d’interneurones. Plus tard, des cellules
gliales seront générées a partir de ces mémes régions pMN et p3 (entre les stades E14 et E16
chez le rat, Hall et al., 1996). Au cours des dix derni¢res années, de nombreuses études ont
démontré que la différenciation d’un type cellulaire approprié dépendait d’une signalisation
intercellulaire complexe, sous tendue par des signaux inductifs extracellulaires. Ainsi, deux
signaux inductifs majeurs sont impliqués dans la différenciation neuronale suivant I’axe
ventro-dorsal de la moelle épiniére : les protéines « Bone morphogenetic proteins » (BMPs),
secrétées par l’ectoderme sus-jacent le tube neural (Lee and Jessell, 1999) et « Sonic
hedgehog » (Shh), produite par la notocorde sous le tube neural (Roelink, 1996; Briscoe and
Ericson, 1999). La protéine Shh, présente a partir de la plaque basale de la moelle épiniére
sous forme de gradient de concentration suivant 1’axe ventro-dorsal, va controler la
différenciation des différents types cellulaires dans la partie ventrale du tube neural (Ericson
et al., 1996; Roelink et al., 1995). Ce facteur primaire inductif agit sur une cascade de

signalisation secondaire constituée de facteurs de transcription qui interagissent également
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entre eux par des relations antagonistes. Ces facteurs régulent ultérieurement des genes
effecteurs. L’expression d’une combinaison caractéristique de geénes définit enfin le
phénotype neuronal des cellules différenciées. Dans la moelle épiniere dorsale, des cascades
de signalisation similaires, a partir des BMPs localisées dans la plaque du toit de la moelle
épinicre, controleraient ¢également la genése de types cellulaires multiples, comme par
exemple des interneurones commissuraux et des neurones d’association (Lee and Jessell,
1999). Enfin, une source importante de signaux établissant 1’axe rostro-caudal du tube neural
a ¢ét¢ identifiée dans le mésoderme paraxial, ces signaux, impliquant 1’acide rétinoique,
seraient présents sous forme de gradients le long de 1’axe rostro-caudal (Ensini et al., 1998;
Lumsden and Krumlauf, 1996; Itasaki and Nakamura, 1996).

Alors que les mécanismes cellulaires et moléculaires de la mise en place précoce des
¢léments constituant les proto-réseaux font 1’objet de trés nombreux travaux, les processus
impliqués dans leur maturation restent encore mal définis. Lors de cette seconde phase, les
activités des réseaux peuvent étre analysées par des approches électrophysiologiques. Ces
dernic¢res permettent d’enregistrer, dés le stade E10 chez la souris, des épisodes rythmiques
spontanés impliquant de grandes populations de neurones actives simultanément. Ce type
d’activité rythmique spontanée est un phénomene ubiquitaire, omniprésent dans de
nombreuses structures du systéme nerveux central au cours du développement (rétine,
hippocampe, moelle épinicre, cortex : Ben-Ari, 2001; O'Donovan, 1999; Penn and Shatz,
1999). Cette activité a été démontrée comme jouant un réle important dans la maturation des
réseaux neuronaux, comme par exemple dans la mise en place de connections neuronales
appropriées rétino-thalamiques (Shatz, 1996). Dans la moelle épiniére de rongeur, des
activités spontanées peuvent étre enregistrées au niveau des sorties motrices (racines
ventrales) ; ces activités, que 1’on peut suivre tout au long du développement embryonnaire,

sont caractérisées par des bouffées récurrentes de potentiels d’action se propageant



Introduction

rapidement tout le long de 1’axe rostro-caudal (Hanson and Landmesser, 2003; Nakayama et
al., 1999; Nakayama et al., 2002; Nishimaru et al., 1996; Ren and Greer, 2003; Yvert et al.,
2004). Ces ¢épisodes d’activités, suivis de longues périodes de silence, impliquent presque
simultanément les différents niveaux spinaux, et peuvent étre qualifiés de « synchrones » par
opposition a des activités ségrégées spatialement et impliquant une sous-population des
réseaux spinaux (par exemple, les réseaux locomoteurs). Plus tard au cours du
développement, les réseaux spinaux embryonnaires perdent leur capacité a générer des
épisodes récurrents. Cependant, d’autres activités rythmiques peuvent étre induites dans la
moelle épiniére embryonnaire par des traitements pharmacologiques. Ces activités sont de
type locomoteur et correspondent a la mise en jeu de réseaux neuronaux relativement matures,
localisés dans la moelle épini¢re ventrale (Branchereau et al., 2000a; Kudo and Nishimaru,
1998; Kudo et al., 2004; Nakayama et al., 2002; Nishimaru et al., 2000).

Pendant la phase de maturation, les premiéres activités rythmiques reposent
principalement sur une transmission excitatrice. En effet, pendant cette phase de
développement, les deux neurotransmetteurs inhibiteurs du systéme nerveux central adulte, le
GABA et la glycine, exercent des effets excitateurs et interviennent dans la genése des
activités spontanées (Hanson and Landmesser, 2003; Branchereau et al., 2002). Lors de la
maturation du systéme nerveux central, la transmission GABA/glycine excitatrice va
progressivement basculer vers une transmission synaptique inhibitrice (Stein et al., 2004; Wu
et al., 1992), ce basculement étant dii a la maturation de co-transporteurs K'-CI™ (Rivera et al.,
1999).

Dans la moelle épiniére, si les mécanismes impliqués dans le basculement de la
transmission synaptique excitatrice/inhibitrice font 1’objet de travaux, I’ontogenése des
populations neuronales intraspinales GABAergique et glycinergique sous-tendant ces

inhibitions n’a pas été décrite. De plus, les facteurs inductifs ou répressifs de ce processus
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ontogénétique restent €¢galement encore peu connus. De nombreux travaux montrent, chez les
invertébrés, que les voies modulatrices centrales jouent un role prépondérant dans les
processus de maturation des réseaux (Fenelon et al., 2003; Le Feuvre et al., 1999). Chez les
vertébrés, pour aborder cette problématique, il est nécessaire d’avoir un systéme ou les
réseaux cibles et leurs voies modulatrices peuvent étre manipulés expérimentalement. Dans
cette perspective, 1a encore, les réseaux locomoteurs spinaux sont d’excellents candidats. En
effet, la maturation des réseaux effecteurs moteurs, qui se développent dans la substance grise
ventrale, peut-&tre suivie en paralléle avec la mise en place des voies descendantes bulbo-
spinales modulatrices. Cependant, ces relations entre voies modulatrices et réseaux cibles
n’ont encore été que peu abordées chez les vertébrés. Les travaux les plus remarquables ont
¢été obtenus sur la moelle épiniére du tétard de Xenopus démontrant 1’implication des voies
modulatrices centrales dans la maturation des réseaux moteurs embryonnaires (Sillar et al.,
1993). Par contre, chez les mammiferes, ces études sont trés limitées, voire impossibles, lors
du développement in utero.

Pour contourner ce probléme, une nouvelle préparation de culture organotypique de
moelles épiniéres embryonnaires enticres de souris a été récemment mise au point
(Branchereau et al., 2002). Cette préparation permet d’avoir un acceés direct aux populations
de neurones constituant les réseaux spinaux et de « manipuler » les voies descendantes en
provenance des centres supraspinaux. Cette préparation unique permet donc pour la premicre
fois d’aborder le role de la maturation des réseaux de neurones chez les mammiféres et ceci,
des niveaux moléculaire et cellulaire jusqu’au niveau intégré.

Récemment, il a ét€ montré sur cette préparation que la suppression de toute innervation
sérotoninergique est capable d’accélérer la mise en place des inhibitions intraspinales
(Branchereau et al., 2002). Etant donné que ces voies descendantes sérotoninergiques sont

parmi les premiéres a innerver la moelle épiniére au moment ou les inhibitions GABA/glycine
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se mettent en place (Ballion et al., 2002), I’hypothése d’une interaction entre I’arrivée de ces
voies 5-HT et la mise en place des phénotypes GABA/glycine a été¢ avancée. Les travaux
effectués au cours de cette thése visent ainsi a étudier 1) la mise en place des populations
spinales GABA/glycine dans la moelle épini¢re de souris, 2) le contrdle de la maturation du
systtme GABAergique par les voies descendantes sérotoninergiques en provenance des
noyaux du raphé.

Le premier chapitre présente rapidement les connaissances acquises sur la mise en place
des activités rythmiques sur la préparation de moelle épiniére embryonnaire de souris. Le
second chapitre décrit la mise en place, chez I’embryon, des populations spinales
GABAergiques et glycinergiques in utero. Enfin, le troisiéme chapitre démontre, sur des
cultures organotypiques de moelle épiniere, le role joué¢ par les voies descendantes
sérotoninergiques sur le développement de la population spinale GABAergique. Le point
remarquable de ces travaux est que la sérotonine, contrairement a ce qui est classiquement
admis, ne joue pas un role inducteur dans la mise en place de la population GABAergique

mais au contraire freine son développement.
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Une partie des résultats présentés dans le présent mémoire a fait 1’objet des
publications suivantes :

Ontogenic changes of the GABAergic system in the embryonic mouse spinal cord
Allain A.-E., Bairi A., Meyrand P. and Branchereau P., Brain Research 1000 (134-147), 2004

Ontogenic changes of the spinal GABAergic cell population are controlled by the 5-HT
system: implication of the 5-HT1 receptor family
Allain A.-E., Meyrand P. and Branchereau P., J. Neuroscience 25(38):8714-8724, 2005

Expression of the glycinergic system during the course of the embryonic development in the
mouse spinal cord and its co-localization with the GABA immunoreactivity
Allain A.-E., Bairi A., Meyrand P., Branchereau P., J. Comp. Neurology, en révision

Résumés publiés:

5-HT descending inputs control the maturation of the GABAergic neuronal population in the
mouse spinal cord.

Allain A.-E., Branchereau P., Meyrand P., 3" Forum of European Neuroscience 207.1, 2002

Serotonin controls the maturation of the GABAergic neuronal population in the mouse spinal
cord.

Allain A.-E., Branchereau P and Meyrand P., Inmed Conference: Nature and Nurture in Brain
Development 10, 2002

5-HT controls the maturation of the GABAergic neuronal population in the mouse spinal
cord.
Allain A.-E., Branchereau P and Meyrand P. Society for Neuroscience Abstracts 28, 23.15,
2002

Serotonin slows down the maturation of the GABAergic neuronal population in the mouse
spinal cord through 5-HT1 receptor family
Allain A.-E., Meyrand P. and Branchereau P., 4™ Forum of European Neuroscience, 2004

Expression of the GABAergic system during the course of the embryonic development in the
mouse spinal cord and its colocalization with the glycine immunoreactivity

Branchereau P., Allain A.-E., Bairi A., Meyrand P., 4™ Forum of European Neuroscience,
2004

Expression of the glycinergic system during the course of the embryonic development in the
mouse spinal cord and its colocalization with the GABA immunoreactivity

Allain A.-E., Bairi A., Meyrand P. and Branchereau P., Society for Neuroscience Abstracts,
2005
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Les expériences présentées dans ce mémoire ont été réalisées principalement sur des
embryons de souris blanches de souche OF1 et sur des nouveaux-nés. Les femelles gestantes
ont été achetées chez Charles River Laboratories (Lyon). Des souris knock-out (KO) pour les
récepteurs sérotoninergiques 1A ou 1B ont également été utilisées (souche 129-Sv-ter).
L’acces aux lignées de souris KO, fabriquées par le Dr. R. Hen (New York) et entretenues au
sein de 1’animalerie transgénique de 1’Université Victor Segalen Bordeaux II gérée par le Dr.
Pierre Costet, a pu étre possible grace au Dr. Louis Segu (Laboratoire de Neurosciences
Cognitives, Bordeaux 1). Pour mener a bien cette étude, 620 embryons et 16 nouveaux-nés de

souche OF1, ainsi que 76 embryons provenant des lignées KO ont été utilisés.

1- DETERMINATION DESSTADESDE DEVELOPPEMENT
EMBRYONNAIRE CHEZ LA SOURIS

La gestation chez la souris dure 19 a 20 jours et le jour de développement embryonnaire
(E) 0,5 correspond au jour suivant la nuit d’accouplement. C’est I’observation d’un bouchon
vaginal au jour 0,5 qui permet de déterminer si la gestation a débuté. Cette vérification a été
effectuée chez Charles River Laboratories ou a 1’animalerie transgénique de 1’Université
Bordeaux II. Des embryons de 10,5 a 17,5 jours (stades E10,5 a E17,5) ont été prélevés sur
des femelles gestantes. Le jour de la naissance correspond au stade PO (« post natal day » 0).

Bien que la date d’accouplement soit connue, 1’dge des embryons présente une
imprécision de 12 heures puisque les animaux sont accouplés la nuit. De plus, étant donné la
grande quantité d’embryons présents in utero chez les souris gestantes OF1, des variabilités
de taille peuvent exister entre les embryons d’une méme portée. Pour palier a ce probléme,
des critéres morphologiques (Kaufman, 1992) ont également été utilisés pour caractériser les

stades embryonnaires (Figure 1).
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Figure 1 : Caractérisation des stades de développement embryonnaire chez la souris

La gestation dure 19 a 20 jours, le jour de développement embryonnaire 0,5 (E0,5) correspond au jour
suivant la nuit d’accouplement. Le jour de la naissance correspond au stade PO (« post natal day » 0).
L’observation de la région céphalique et de la face de I’embryon (fléches vertes), des membres
(astérisques rouges), de la queue (astérisques bleues) et de la peau (fleches oranges) permet de
déterminer le stade de développement embryonnaire.
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Concernant les stades embryonnaires utilisés au cours de ce travail, le premier critére
morphologique concerne |’évolution de la région céphalique et de la face de I’embryon.
Ainsi, au stade E10,5, la taille de la région céphalique est disproportionnée par rapport a
I’ensemble du corps. C’est a ce stade également que se forment les vésicules optiques. Au
stade E11,5, la région télencéphalique occupe une place trés importante, les parties maxillaire
et mandibulaire de la future machoire sont également beaucoup mieux discernables et les
vésicules optiques se ferment pour se séparer de I’ectoderme de surface (future cornée). Au
stade E12,5, une « bosse » caractéristique est observée au niveau de la région caudale du
cerveau postérieur (rhombencéphale). On observe ainsi une flexure entre le cerveau moyen
(mésencéphale) et le cerveau postérieur, c’est la flexure pontique. Cette démarcation entre ces
deux régions diminue au stade E13,5 et disparait au stade E16,5. A partir du stade E13,5,
I’emplacement des futures vibrisses est discernable sur la face de I’embryon mais elles ne se
formeront qu’au stade E17,5. A partir du stade E14,5, le pavillon de la future oreille
s’agrandit. Enfin, la taille de la téte par rapport au reste du corps va diminuer progressivement
jusqu’au stade E18,5.

L’observation des membres de I’animal au cours du développement constitue un
deuxiéme critére morphologique. En effet, les bourgeons des membres sont visibles au stade
E10,5. Ces bourgeons se différencient en deux régions distinctes a partir du stade E11,5 : une
partie proximale (futur bras) et une partie périphérique (future patte). Le développement des
membres antérieurs est toujours plus avancé que celui des membres postérieurs. Au stade
E12,5, la future patte présente un contour angulaire, de forme polygonale. Les premiers signes
de doigts, palmés, sont visibles au stade E13,5. Les doigts des pattes antérieures sont
complétement indépendants au stade E14,5, un jour aprés pour les pattes postérieures. La

différenciation des pattes se poursuit aux stades plus tardifs de développement.
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Le troisiéme critére se base sur 1’0bservation de la queue de 1’animal. Au stade E10,5, la
queue est tres large et aplatie. Elle devient plus étroite et s’allonge au stade E12,5, s’affine, se
rétrécie et devient pointue au stade E13,5. Aux stades plus tardifs de développement, le tronc
augmentant en taille, la queue devient proportionnellement plus courte mais en fait sa taille
varie peu.

Enfin, nous nous sommes basés sur I’évolution de la peau de I’animal. Jusqu’au stade
E13,5, la peau est trés fine et transparente puis elle s’épaissit. Au stade E16,5, de nombreux
plis sont visibles au niveau de la région pectorale et du tronc, puis au niveau du cou et des
membres au stade E17,5. Des follicules pileux apparaissent également sur les régions

pectorale, pelvienne et céphalique et au niveau du tronc au stade E15,5.

2- PRESENTATION DE LA PREPARATION UTILISEE: LA MOELLE
EPINIERE EMBRYONNAIRE DE SOURIS

a) Différences morphologiques au cours du dével oppement

Au cours de I’ontogenése, 1’organisation morphologique de la moelle épini¢re va changer
drastiquement (Figure 2). La proportion entre substance grise et substance blanche et la forme
du canal central vont varier énormément en fonction du stade de développement. Ainsi, au
stade E11,5, la future substance grise, composée des cellules épendymaires progénitrices de la
zone sub-ventriculaire et des cellules du manteau, constitue pratiquement la totalité de la
moelle épiniere (Fig. 2A). Le bord de la moelle, trés fin, constitue la zone marginale qui
deviendra la substance blanche. Le ventricule (futur canal central) a une forme caractéristique
trés allongée avec une partie dorsale beaucoup plus volumineuse que la partie ventrale. Entre
les stades E12,5 et E15,5, la moelle épiniére s’¢largit. La largeur de la zone sub-ventriculaire

ainsi que la taille du canal central diminuent progressivement alors que la proportion de
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Figure 2 : Remodelage morphologique de la moelle épiniére entre les stades E11,5 et E17.5
Sections transversales de moelle épiniere thoracique de souris. (A) Au stade E11,5, la future substance
grise est majoritaire (couche de cellules épendymaires et couche du manteau), la lumiére du tube
neural (futur canal central) est étendue et a une forme trés allongée, avec une partie dorsale beaucoup
plus volumineuse que la partie ventrale. (B et C) Aux stades E13,5 et E15,5, la moelle s’¢largie, la
proportion de substance blanche augmente graduellement et la taille du canal central diminue
progressivement. La substance grise acquiére une forme caractéristique de « papillon » et la corne
dorsale tend a avoir un volume plus important que la corne ventrale. (D) Au stade E17,5, la lumiére du
canal central est pratiquement obstruée.

Abréviations : v : ventricule, sb : substance blanche ; sg : substance grise ; cc : canal central
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substance blanche augmente graduellement du fait de la mise en place progressive des voies
ascendantes et descendantes qui parcourent cette région de la moelle suivant un axe rostro-
caudal. La substance grise acquicre quant a elle progressivement sa forme caractéristique de
« papillon » et la corne dorsale tend a avoir un volume plus important que la corne ventrale
(Fig. 2B, 2C). Enfin, entre les stades E16,5 et E17,5, la forme définitive de la moelle est

acquise, la lumiere du canal central est pratiquement obstruée (Fig. 2D).

b) Prélévement dela moelle épiniere

Aprées anesthésie de la souris gestante au diéthyléther, I'utérus est prélevé par laparotomie.
Les trompes utérines sont ensuite ouvertes dans le sens de la longueur. Les poches
amniotiques contenant les embryons sont prélevées puis ouvertes pour en extraire les
embryons (sans le placenta, le sac amniotique, le cordon ombilical). Enfin, les embryons sont
« rincés » dans un tampon phosphate salin 0,1 M (PBS), pH 7,2 et maintenu entre 6 et 8°C. La
suite de la dissection s’effectue sous une loupe binoculaire. Les animaux sont décapités au
niveau de la flexure pontique (Figure 3, fléche jaune) et fixés a 1’aide de minuties dans une
boite de Pétri recouverte de polymeére (Silicone elastomer : Sylgard, Arrow electronique),
contenant du PBS. Jusqu’au stade E15,5, la moelle épinicre, avec le bulbe et les ganglions
rachidiens, est détachée délicatement du cartilage de la future colonne vertébrale a 1’aide de
pinces fines (Figure 3, pointillés), puis elle est placée dans une boite de Pétri dont le fond a
été préalablement tapissé de Sylgard. Aux stades plus tardifs de développement, les vertébres
puis les racines nerveuses dorsales et ventrales sont coupées une a une pour dégager
I’ensemble moelle épiniére/bulbe rachidien. La préparation est alors isolée dans une boite de

Pétri au fond de laquelle une couche d’environ 1mm de Sylgard a été coulée.
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Figure 3 : Représentation schématique des principales étapes de prélévement de la moelle
épiniére embryonnaire de souris

Etape(1) : Les animaux sont décapités au niveau de la flexure pontique (fléche). Etape(2) : La moelle
épinicre est délicatement détachée du cartilage de la future colonne vertébrale (cf. pointillés) a I’aide
de pinces fines.
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3- COUPESTRANSVERSALESDE MOELLE EPINIERE

Directement aprés prélevement, la moelle épiniére est fixée 2 heures dans du
paraformaldéhyde (PAF) 2%, a température ambiante. Aprés trois rincages dans du PBS
0,1M, la moelle est cryoprotégée par des bains de sucrose : tout d’abord dans une solution de
sucrose 15% (préparée dans 0,1M de tampon phosphate) pendant 24h a 4°C puis dans une
solution de sucrose 30% pendant 24h a 4°C. La moelle épiniere est ensuite sectionnée en
plusieurs segments. Un segment brachial et un segment lombaire sont isolés. Ces segments
sont inclus dans une résine plastique (Tissue-Tek, OCT compound 4583, Sakura, USA) et
congelés dans de I’isopentane refroidi grice a de l’azote liquide (a -80°C). Des coupes
transversales de moelle épiniere de 25um peuvent enfin étre effectuées a -20°C avec un
cryostat (Kryostat 1720, Leitz). Ces coupes sont déposées sur des lames de verre
préalablement gélatinées. Le protocole pour gélatiner les lames est le suivant : immersion des
lames dans une solution de gélatine 2% + alun de chrome 0,1% (préparée dans de 1’eau
distillée) puis séchage a 1’étuve a 40°C pendant 48h. L’utilisation des lames gélatinées est
nécessaire pour améliorer I’adhésion des sections de moelle épiniére. Des coupes sériées de
moelle épiniére ont été réalisées afin de pouvoir comparer les marquages obtenus avec
différents anticorps sur des mémes niveaux spinaux. Une fois séchées a température ambiante,

les lames peuvent alors étre conservées a -20°C.

4- TECHNIQUE DE CULTURE ORGANOTYPIQUE

a) Miseen culture

Le prélevement des embryons et des moelles épiniéres avec le bulbe rachidien s’effectue

sous une hotte a flux laminaire en condition stérile. Des conditions strictes d’asepsie doivent
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étre respectées pendant toute la durée de la manipulation. Le matériel est ainsi stérilisé¢ au
préalable.

Les moelles épiniéres embryonnaires avec le bulbe rachidien, prélevées au stade E11,5
sont disposées dans une boite de culture (35mm de diametre, Falcon) sur un substrat
(Matrigel, B-D) permettant I’attachement et la migration des cellules adhérentes ainsi que la
différenciation cellulaire. Le Matrigel renferme des éléments de la matrice extracellulaire,
¢léments obtenus a partir de la tumeur murine Engelbreth-Holm-Swarm. Bien que tous les
¢léments présents dans le matrigel ne soient pas identifiés (milieu non défini), on sait que les
principaux composants de ce gel sont: la laminine, le collagéne de type IV, I’'HSPG,
I’entactine ainsi que plusieurs facteurs de croissance dont le TGF-B, 'EGF, I'IGF-1. Ce
substrat est utilisé dilué au ¥ dans un milieu de culture de base contenant des sels, des acides
aminés (dont la L-glutamine, source d’énergie indispensable pour les cellules de mammiferes)
et des vitamines indispensables (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / Hank’s Balanced
Salt Solution 2/1 volumes). A ce milieu de culture, est ajoutée 10% de sérum de veau fcetal,
contenant les facteurs de croissance et hormones nécessaires a la multiplication des cellules
embryonnaires, et des antibiotiques pour éviter les contaminations bactériennes (pénicilline
20u/ml et streptomycine a 0,02mg/ml). Les moelles doivent étre placées horizontalement dans
le Matrigel / milieu de culture aussi profondément que possible afin de bien adhérer a la boite.
Elles sont ouvertes « comme un livre » le long du sillon dorsal ceci permettant 1’acces direct a
la face ventrale (Figure 4).

Les boites de culture sont enfin placées dans un incubateur a 37°C, réglé a 6-8% de CO,

en saturation d’humidité.
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Figure 4 : Culture organotypique des moelles épini¢res embryonnaires de souris

(A) La moelle épiniére, prélevée au stade E11,5, est ouverte le long du sillon dorsal puis étalée sur un
lit de matrigel afin d’avoir acces a la substance grise ventrale. (B) Représentation schématique d’une
coupe transversale de la moelle épiniére ouverte et maintenue en culture.

(C,) Photomicrographie d’une moelle épiniére maintenue en culture organotypique. (C,) Détail de la
photographie C; : portion de moelle épiniére lombaire. A noter I’accessibilité de la substance grise
ventrale et le sillon ventral (ligne pointillée).

Abréviation : v : substance grise ventrale
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b) Maintien en culture

Tous les deux jours, les boites de culture sont délicatement sorties de 1’incubateur afin d’y
ajouter quelques microlitres de milieu de culture. Une observation au microscope permet
d’apprécier si la préparation a survécu ou non en culture (Figure 5). En effet, cette observation
permet de vérifier 1) I’ancrage de la moelle épiniére au substrat, 2) 1’absence de
contaminations bactériennes et enfin 3) la croissance de neurites le long de la moelle épinicre
qui est un signe indéniable du bon développement de la culture. Ainsi, au bout de deux jours
de culture (Fig. 5SA), on peut observer des petits neurites partant des extrémités de la moelle et
des ganglions rachidiens. Puis ces neurites poussent vers la périphérie de la boite pour former
des réseaux de petites fibres (Fig. SB1-B3).

Parallélement, des marquages immunohistochimiques de la population neuronale ont été
réalisés sur les cultures organotypiques pour s’assurer que les neurones se différenciaient dans
la moelle épiniére maintenue en culture a partir d’un stade précoce de développement (E11,5).
L’utilisation d un marqueur spécifique des neurones, I’anticorps anti-Neuronal nuclei (NeuN),
a ainsi été utilisé. En effet, il a été montré par immunohistochimie chez la souris, que cet
anticorps marque la majorité des cellules neuronales dans toutes les régions du cerveau ainsi
que dans la moelle épiniére adulte (Mullen et al., 1992). Seules quelques neurones tels que les
cellules de Purkinje du cervelet, les cellules mitrales du bulbe olfactif et les cellules
photoréceptrices de la rétine ne sont pas NeuN positives. L’anti NeuN est également un
marqueur de différenciation neuronale et son expression est aussi restreinte au systéme
nerveux au cours de I’ontogenése : I’antigéne NeuN est exprimé dans le tube neural dés le
stade de développement E9,5 ; au stade E12,5, I’'immunoréactivité NeuN est détectée dans la
corne ventrale, la corne dorsale et les ganglions des racines dorsales. En revanche, la zone
ventriculaire qui contient les cellules progénitrices ainsi que les plaques du plancher, du toit et

la zone marginale (future substance blanche) sont dépourvues de marquage (Mullen et al.,
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Figure 5 : Evolution des pousses neuritiques issues de moelles épiniéres maintenues en culture

organotypique entre J2 et J4

(A) Aprés deux jours de culture, des pousses neuritiques sont visualisées sur le bord de la moelle
épinicre brachial, au niveau d’un ganglion rachidien. (B1-3) Aprés quatre jours de culture, formation
de long neurites (fleches) et d’un maillage (doubles fléches) sur ’extrémité lombaire de la moelle
épiniére.

Abréviations : cc : canal central, d : moelle dorsale, me : moelle épiniére, v : moelle ventrale
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1992). Afin d’évaluer si les populations neuronales se différencient en culture organotypique,
un marquage de la population neuronale a été réalisé sur 8 moelles épinieres maintenues 2 a 6
jours en cultures organotypiques. Dans toutes les expériences, un nombre trés important de
cellules NeuN positives a été visualisé dans toute la moelle épinieére (données non illustrées).
Toutefois le nombre de cellules NeuN-ir semble beaucoup plus faible dans la zone

ventriculaire comme cela a été décrit dans la littérature (Mullen et al., 1992).

c) Manipulations: transsection et/ou pharmacologie

Deux techniques nous ont permis de manipuler la moelle épiniére en culture
organotypique.
1. L’ablation du bulbe rachidien permet de supprimer toutes les informations venant des
centres supraspinaux et prévient donc la mise en place des voies descendantes supraspinales.
2. La pharmacologie permet d’ajouter des substances actives dans le milieu de culture et
ainsi d’observer les répercussions sur la moelle épiniére. Les drogues suivantes ont été
utilisées :
pCPA (p-chlorophénylalanine, Sigma, 10uM), inhibiteur de I’enzyme de synthése de la
sérotonine ; pCPA (10uM) + 5-HT (sérotonine, Sigma, SuM) afin de n’avoir que de la
sérotonine exogene dans la préparation ; WAY 100635 (Sigma, SuM), antagoniste des
récepteurs 5S-HT1A ; SB 224289 hydrochloride (Tocris, SuM), antagoniste des récepteurs 5-
HTIB ; ketanserin tartrate salt (Sigma, SuM), antagoniste des récepteurs 5-HT2A/2B ; 3-
tropanyl-indole-3-carboxylate methiodide (3-TI-3CM, Sigma, 5uM), antagoniste des
récepteurs 5-HT3 ; tétrodotoxine (TTX, Sigma, 1uM), bloquant des canaux sodiques voltage-
dépendants. Un milieu haut potassium (8mM) (dépolarise le potentiel de membrane des

cellules nerveuses) a été également utilisé.
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5- TECHNIQUESIMMUNOHISTOCHIMIQUES

Les moelles épinicres enticres sont fixées 2 heures a température ambiante dans une
solution de paraformaldehyde 2% (dans du PBS 0.2M (pH 7,5) et sucrose 2%) directement
aprés prélevement ou aprés avoir été maintenues en culture organotypique. Puis elles sont
rincées dans du PBS 0,1M. Les coupes transversales de moelles épinic¢res sont réhydratées
dans du PBS 0,1M, pendant 20 minutes a température ambiante.

Les différentes préparations peuvent alors étre incubées 48 heures a 4°C avec un anticorps
primaire dilué dans une solution de PBS 0,1M avec 0,2% de BSA (bovine serum albumin) et
0,1% de Triton X-100. Apres ringages, les préparations sont incubées avec I’anticorps
secondaire approprié. Apres trois ringages de 10 minutes, les moelles épinieres ou les coupes
de moelles sont montées dans 90% de glycérol et 10% de PBS auquel on ajoute 2,5% de 1,4-
diazabicyclo[2,2,2]octane (DABCO, Dako Cytomation) pour réduire I’extinction du signal
fluorescent.

Anticorps primaires utilisés : anti-GABA polyclonal fait chez le lapin (1/200, Sigma) ;
anti-glycine polyclonal fait chez le rat (1/3000, fourni par Dr. D. Pow) ; anti-5-HT fait chez le
lapin (1/5000, Fourni par Pr. G. Tramu, Université¢ Bordeaux!1) ; anti-NeuN (Neuronal nuclei)
monoclonal fait chez la souris (1/500, Chemicon) ; anti-Islet1/2 monoclonal fait chez la souris
(1/100, DSH Bank) ; anti-MAP1B-P (isoforme phosphorylée de la microtubule associated
protein 1B) monoclonal fait chez la souris (1/150, fourni par Dr. F. Nothias, Université P. et
M. Curie Paris V)

Anticorps secondaires utilisés : anti-IgG de lapin fait chez la chevre, couplés a la
fluorescéine (FITC) (1/100) ; anti-IgG de souris fait chez le lapin, couplés a la rhodamine
(TRITC) (1/100) ; anti-IgG de souris fait chez la chévre, couplés a la rhodamine (TRITC)

(1/100) ; anti-IgG de rat fait chez la biche, couplés a la rhodamine (TRITC) (1/400).
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Vérification de la spécificité de |’ anticorps anti-GABA

Des expériences controles ont été effectuées pour vérifier la spécificité du marquage
GABA. En effet, lors des manipulations présentées dans ce mémoire, les moelles épinicres
ont ét¢ fixées avec du paraformaldéhyde alors que I’anti-géne GABA-BSA utilisé par le
fournisseur pour immuniser les lapins a été fabriqué en utilisant du glutaraldéhyde comme
agent de couplage (GABA-glutaraldéhude-BSA). Des coupes transversales de moelles
épiniéres d’embryons au stade E12,5, E13,5 et E14,5 ont été incubées avec des concentrations
croissantes du conjugué¢ GABA-glutaraldehyde-BSA (4uM, 40uM et 400uM) afin de pré-
absorber le marquage GABA. Aucun marquage n’a été observé lorsque des concentrations de

conjugué de 40uM ou plus ont été utilisées (Figure 6).

La spécificité des autres anticorps a été vérifiée dans différentes études : anti-glycine :
(Pow et al., 1995; Vaney et al., 1998) ; anti-5-HT : (Tramu et al., 1983); anti-MAPI1B-P
(Black et al., 1994; Soares et al., 2002) ; anti-NeuN :(Mullen et al., 1992) ; anti-Isletl/2 :

(Ericson et al., 1992).

6- ACQUISITIONSDESIMAGESEN MICROSCOPIE CONFOCALE

Les préparations ont ét€ observées avec un microscope confocal BX51 Olympus Fluoview
500 équipé d'un laser argon (émet a 488 nm), d’un laser hélium néon vert (émet a 543 nm) et
d’un laser hélium néon rouge (émet a 633 nm). Des coupes optiques sériées de différentes
¢paisseurs ont été effectuées dans chaque préparation en fonction de 1’objectif utilisé (1,6um
au x10, 1,2um au x20, 0,6pum au x40, 0,4um au x60). Sauf indication contraire, les images

présentées dans ce mémoire sont en général des projections de 15-30 coupes optiques.
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A1 anti-GABA

cd

B1 pré-absorption du GABA

Figure 6 : Préabsorption de 'immunoréactivité anti-GABA

(A1-2) Cellules immunoréactives pour le GABA (tétes de fleches) dans la substance grise ventrale en
situation contréle. (A2) Vue élargie a partir de Al. (B1-2) Aucun marquage GABA n’est détecté
lorsque 1’anti-corps anti-GABA est pré-absorbé avec 40uM de conjugué GABA-glutaraldéhyde-BSA.
(B2) Vue élargie a partir de B1. Coupes transversales niveau lombaire, stade E12,5.

Abréviations : ¢v : corne ventrale, cd : corne dorsale, zv : zone ventriculaire




Matériels et Méthodes

7- ANALYSE DESIMAGESET QUANTIFICATIONS

a) Expériences de marquages simples

La densité des cellules immunoréactives a été déterminée dans la substance grise de la
moelle épinic¢re brachiale et lombaire, sur moelles entiéres et sur coupes transversales. Les
cornes dorsales et ventrales ont également été analysées sur coupes transversales alors que
seule la zone ventrale a été étudiée dans les cultures organotypiques de moelles épinicres
entieres. La moelle s’affaissant sur les cotés en culture organotypique, la partie dorsale est
difficilement accessible. La méthode du « physical disector » a permis d’estimer le nombre de
somata marqués en évitant de compter deux fois la méme cellule (Coggeshall and Lekan,
1996). Pour cela, deux coupes optiques confocales ont été utilisées : la premiére a 6um de
profondeur (a cette profondeur, les anticorps pénétrent bien dans le tissu) sert de coupe de
référence ; la deuxiéme a 12um de profondeur est utilisée comme coupe controle. L’épaisseur
des coupes (3um) a été déterminée en fonction du diametre moyen des cellules observées
(diamétre moyen des cellules GABAergiques : 6,4 + 0,17um, n = 40, diamétre minimum
4um, maximum 9um ; diametre moyen des cellules glycinergiques: 6,2 £ 1,6um, n = 20,
diamétre minimum 4pm, maximum 10um), cette épaisseur devant étre 1égérement inférieure
au diametre moyen des cellules. Seules les cellules marquées sur la coupe de référence sont
comptées, celles observées sur les deux coupes (référence et contrdle) ne sont pas
comptabilisées (Figure 7). La densité est ensuite calculée en divisant le nombre de cellules
marquées par le volume du « disector » (Vdis), ou Vdis est égale a I’aire de la section
observée (200x300pm” pour les cultures organotypiques, 200x200pum” pour les coupes
transversales) multipliée par la hauteur du « disector » (6um).

Pour chaque stade et chaque niveau étudié, ces quantifications ont été généralement
réalisées sur 6 embryons provenant de 3 femelles différentes. Les histogrammes présentés

dans les figures de ce mémoire correspondent donc a la moyenne de ces 6 valeurs.
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<— lére coupe analysée

<— coupe de référence
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> cellules marquées

hbis

Figure 7 : Représentation schématique de la technique utilisée pour comptabiliser les cellules
immunoréactives : « physical disector »

(A) Les cellules marquées sont quantifiées dans la substance grise ventrale brachiale et lombaire. La
localisation des niveaux spinaux analysés est indiquée par les carrés verts. (B) Les cellules présentent
uniquement dans la coupe de référence sont comptabilisées (4 cellules numérotées de 1 a 4). Celles
présentent a la fois dans la coupe de référence et la coupe contrdle ne sont pas comptées (voir cellule
barrée). Epaisseur des coupes confocales : 3 um

Abréviations : br. : niveau brachial ; lomb. : niveau lombaire ; agrer: aire des coupes optiques ; hpis :
hauteur du disector.
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b) Doubles marguages

Pour quantifier les cellules doublement marquées (par exemple double marquage GABA /
glycine), 2 ou 3 différentes coupes confocales (d’épaisseur 0,6um a 1’objectif x40) provenant
d’une méme coupe transversale ont ét¢ analysées, ceci sur 3 embryons provenant de 2 meres
différentes pour chaque stade étudié. Pour chaque coupe confocale, dans une aire de 200x200
um?’, toutes les cellules GABAergiques ou glycinergiques ont été comptées et dessinées sur
une feuille transparente apposée a 1’écran de 1’ordinateur. Les cellules doublement marquées
ont été détectées en comparant la localisation des cellules GABAergiques et des cellules
glycinergiques sur le dessin et en utilisant le logiciel Fluoview 500 qui permet de superposer
les deux images (I’'une correspondant au marquage GABA en vert, ’autre a la glycine en

rouge) et d’afficher les cellules doublement marquées en jaune.

8- ANALYSESSTATISTIQUES

Les valeurs présentées, dans ce mémoire, sont exprimées en tant que moyenne + écart
type. Le logiciel Sigma Stat a été utilisé pour réaliser les analyses statistiques. Lorsque la
distribution des échantillons est normale (sous forme d’une courbe de Gauss) et que les
variances sont comparables, des tests paramétriques ont été réalisés pour évaluer la
signification statistique des différences observées (test t ou bien analyse de variance sur rang
(Anova) suivie de comparaisons multiples appariées (test post hoc de Bonferroni)). Lorsque la
normalité¢ de la distribution des échantillons n’est pas vérifiable, des tests statistiques non
paramétriques ont été réalisés pour comparer les différentes valeurs. Ces derniers ont été
préférentiellement utilisés car les effectifs des groupes comparés sont faibles (n=6). Une
analyse de variance sur rangs (test de Kruskal-Wallis) suivie de comparaisons multiples

appariées (test post hoc, méthode de Dunn) a ainsi été réalisée grace au logiciel SigmaStat. La
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différence entre deux valeurs est significative lorsque p<0,05 (*p<0,05, **p<0,01,

*##%p<0,001).
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MATURATION DESACTIVITES
RYTHMIQUESDANSLA MOELLE
EPINIERE DE SOURISAU COURSDU

DEVELOPPEMENT
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Il est maintenant clairement démontré que les réseaux de neurones en développement
expriment des activités rythmiques spontanées et ceci quelque soit la structure du systéme
nerveux et quelque soit les especes (pour revue voir par exemple O'Donovan, 1999). La
premicre mise en évidence de ces activités rythmiques spontanées a ¢été réalisée chez
I’embryon de poulet. En effet, I’observation de mouvements spontanés chez I’embryon, grace
a D’électromyographie et a 1’électrophysiologie, a permis de montrer I’existence de ce
phénoméne (Hamburger and Balaban, 1963). Deux caractéristiques de ces activités précoces,
sont qu’elles sont dans une période développementale définie et qu’elles expriment des
bouffées d’activités suivies de périodes de quiescence. Ces activités rythmiques spontanées
ont été décrites avant et apres la formation des synapses chimiques. Avant la formation des
synapses et donc des réseaux de neurones, ces activités sont sous-tendues par des vagues
calciques qui favorisent 1’extension des neurites au niveau des cones de croissance (Gu and
Spitzer, 1997). Apreés la formation des synapses chimiques, les activités spontanées mettent en
jeu l’activation synchrone des différents composants d’un réseau, par le biais de leurs
interactions synaptiques. De telles activités spontanées peuvent étre enregistrées dans
I’hippocampe de rat, entre les stades PO (stade ou les connections synaptiques commencent a
étre établies entre neurones pyramidaux et interneurones) et P10. Ces activités, désignées sous
le nom de Giant Depolarizing potentials ou GDPs, sont caractérisées par de larges
dépolarisations récurrentes et périodiques qui se propagent lentement et selon un gradient
rostro-caudal dans tout I’hippocampe, a partir de la région CA3. Le GABA joue un role
central dans la genése des GDPs via son rdle dépolarisant mais d’autres systémes
neurochimiques sont impliqués en particulier les récepteurs glutamatergiques (pour revue,
voir Ben-Ari, 2001). Dans la rétine, des activités spontanées ont également été observées
grace a des enregistrements multi-électrodes et a I’imagerie calcique (Meister et al., 1991;

Wong et al., 1995). Les cellules amacrines de la rétine sont connectées entre elles par des
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jonctions synaptiques et émettent des oscillations de facon spontanée. L’activation d’un
nombre critique de cellules dans une méme région est a I’origine de vagues d’activités qui se
propagent dans toute la rétine. D’aprés le modele de Feller (Feller et al., 1997), apres la
genese d’une vague, les cellules amacrines présentent une période réfractaire de 40 a 60
secondes pendant laquelle elles ne peuvent pas étre de nouveau recrutées. Ces vagues
calciques se propagent trés lentement (50-200pum/s) et sont sous-tendues par une transmission
essentiellement cholinergique mais le GABA joue également un role important. Ainsi, via les
récepteurs GABA,, le GABA induit une réduction de la fréquence des vagues et peut méme

les bloquer.

A- MISE ENPLACE DESACTIVITESSPONTANEESDANSLA

MOELLE EPINIERE DE SOURIS

Des activités spontanées, décrites comme ¢€tant trés stéréotypées ont €té également
enregistrées dans la moelle épiniére par des techniques électrophysiologiques (électrodes de
succion) (Branchereau et al., 2002; Hanson and Landmesser, 2003; Nakayama et al., 1999;
Nakayama et al., 2002; Nishimaru et al., 1996; Ren and Greer, 2003). Ces activités sont
formées, aux stades précoces de développement, d’un rythme unique de bouffées d’activité
(environ 2 a 5 s dans la durée) qui embrase toute la moelle épiniére avec un léger décalage
entre les différents niveaux spinaux.

Dans la moelle épini¢re de souris, une étude récente (Yvert et al., 2004) a montré que
deux types de rythmes pouvaient également caractériser ces activités spontanées, mais
seulement a un stade précis de développement (Figure 8). Dans cette étude, les activités
motrices spontanées ont €té caractérisées jour apres jour entre les stades E12,5 et E17,5 grace
a des enregistrements au niveau des sorties motrices des réseaux spinaux par succion des

racines ventrales au niveau cervical, thoracique et lombaire de la moelle épiniere. Ainsi, les

25



n=3
E12,5 w

=

il n=5

E13,5 %

n=6

E14,5

]
n=5
E15,5 ﬁ
ul
"o o 20 30
3.5
n=5
E16,5 =ramessrmmwmurrosm oo mnenmes
o 0 10 2 30
» 933
L
3w :
\g; n=5
E17,5 E%
£g
5§ o
=z 1] 10 Al 3

Durée de I'épisode (s)

Figure 8: Développement des activités motrices spontanées dans la moelle épiniere
embryonnaire de souris

Enregistrement de racines ventrales au niveau lombaire. Un seul type d’activité réguliére est enregistré
aux stades E12,5 et E13,5 (fleches vertes). Au stade E14,5, deux rythmes, constitués de bouffées
courtes pour I'un et de bouffées longues pour I'autre (doubles fléches orange), sont observés. Les
activités spontanées tendent a disparaitre aux stades E15,5 et E16,5. A noter qu’une activité erratique
réapparait a E17,5.

Modifieée d’aprés Yvert et col., 2004
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premiers stades étudiés E12,5 et E13,5 présentent un seul type d’activité réguliere tres
synchrone entre les différents niveaux de la moelle épiniére. Puis, au stade E14,5, deux
rythmes différents coexistent : un rythme rapide constitué d’épisodes courts (bouffées de 3 a 4
secondes) et un rythme lent constitué¢ d’épisodes longs (durée de 10 a 20 secondes). Apres ce
stade, les activités motrices spontanées tendent a disparaitre a E15,5 et surtout a E16,5. Une
autre forme d’activités spontanées beaucoup plus erratiques réapparait au stade E17,5.

Les activités spontanées évoluent donc de manicére importante au cours du développement
embryonnaire et chaque stade présente une activité caractéristique. En outre, bien que les
activités longues observées au stade E14,5 apparaissent de facon synchrone le long de la
moelle épiniere, des observations plus détaillées ont permis de remarquer que la structure
temporelle de ces bouffées est différente d’un niveau a 1’autre. En particulier, ces bouffées
expriment une structure rythmique au niveau lombaire et une structure tonique au niveau
thoracique. Ainsi, aux vues de ces résultats, le stade E14,5 serait un stade charniére ou les
réseaux, a l’origine synchrones, commenceraient a se ségréger. Dans la moelle épiniére
embryonnaire de souris, les activités spontanées sont donc enregistrées dans une fenétre
temporelle étroite, entre les stades E11,5 et E15,5.

Parallélement, les réseaux neuronaux impliqués dans la genése des comportements
moteurs ¢lémentaires tels que la respiration ou la locomotion vont s’organiser dans la moelle
épiniére. Ainsi, aux stades tardifs de développement, des activités locomotrices organisées,
identiques a celles obtenues sur les réseaux complétement matures, peuvent étre générées par

les réseaux spinaux.

B- MISEENPLACE DESACTIVITESDE TYPE LOCOMOTEUR

Grace a des traitements pharmacologiques (5-HT et/ou NMDA), on peut induire, chez des

nouveaux-nés, des activités de type locomoteur que 1’on enregistre au niveau des racines
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ventrales de la moelle épinicre (locomotion fictive). Ces activités ont été caractérisées par des
alternances droite/gauche et fléchisseur/extenseur (Cazalets et al., 1995). Au cours du
développement embryonnaire, les premieres activités induites par la 5-HT sont enregistrées au
stade E11,5. La maturation de ces réseaux spinaux se fait progressivement pendant la vie
embryonnaire. Chez le rat, I’alternance droite/gauche est observée au stade E18,5 alors que
I’alternance fléchisseurs/extenseurs n’est enregistrée qu’au stade E20,5 (lizuka et al., 1998;
Kudo et al., 2004). La mise en place de I’alternance gauche/droite caractérisant ces activités
de type locomoteur induites par la 5-HT a été également étudiée chez la souris (Branchereau
et al., 2000a). Trois phases ont été¢ discernées : (1) aux stades précoces de développement
embryonnaire (E11,5 a E13,5), les activités rythmiques enregistrées au niveaux des racines
ipsi- et contra-latérales lombaires sont synchrones (Fig. 9A); (2) au stade E14,5, Iactivité
rythmique est irréguliére et asynchrone (Fig. 9B) ; et enfin (3) I’alternance entre les deux
racines ipsi-et contra-latérales est observée au stade E17,5 (Fig. 9C).

Les mécanismes a ’origine de cette alternance ne sont pas bien élucidés. Une des
hypotheses privilégie le role des neurotransmetteurs GABA et glycine. En effet, ces deux
neurotransmetteurs, classiquement inhibiteurs chez 1’adulte, présentent des effets excitateurs

au cours du développement embryonnaire (Wu et al., 1992).

C- MISEEN PLACE DE LA TRANSMISSION INHIBITRICE

GABA/GLYCINE DANSLA MOELLE EPINIERE

Aux stades précoces de développement embryonnaire, les activités rythmiques
précoces reposent principalement sur une transmission excitatrice multiple. En effet, le
GABA et la glycine ainsi que I’acétylcholine et le glutamate exercent des effets excitateurs
aux stades précoces de développement. Aux stades plus tardifs de développement, la

transmission excitatrice GABA/glycine va basculer vers une transmission inhibitrice. Ce
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Figure 9 : Mise en place des _activités rythmiques de type locomotrices induites par la 5-HT
dans la moelle épiniére lombaire

(A) Au stade E11,5, I’activité rythmique induite par la 5-HT est synchrone entre les deux racines
ventrales lombaires ipsi- et contra-latérales (ip. et co. Lomb). (B) Au stade E14,5, ’activité rythmique
devient peu réguliére et la synchronie n’est plus visible. (C) Au stade E17,5, la 5-HT induit un rythme
moteur caractérisé par une alternance entre les deux racines lombaires ipsi- et contra-latérales.

Modifiée d’aprés Branchereau et col., 2000
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basculement a ¢t¢ mis en évidence dans la moelle épiniére de souris (Branchereau et al., 2002)
par D’observation des effets de bloqueurs des récepteurs GABA, (bicuculline) et glycine
(strychnine) sur les activités spontanées générées par les réseaux spinaux, a différents stades
de développement (Figure 10). Au stade E11,5, I’application de bicuculline (30uM) et de
strychnine (5uM) induit une diminution de la durée des bouffées d’activité spontanée
(bouffées de potentiels d’action). A ce stade de développement, la transmission
GABAA/glycinergique a donc un rdle excitateur dans la génération de 1’activité spontanée.
Par contre, aux stades E13,5 et E17,5, stades pendant lesquels la transmission excitatrice
glutamatergique devient prépondérante, 1’application de ces deux antagonistes augmente la
durée des bouffées de potentiels d’action et donc bloque la transmission inhibitrice
(désinhibition). Le passage d’une transmission excitatrice a inhibitrice se fait donc autour du
stade E13,5 chez la souris.

Les mécanismes cellulaires responsables de 1’apparition des inhibitions commencent a
étre connus. Ils reposent sur des modifications du gradient chimique des ions chlorures (CI')
dont le potentiel d’équilibre (Ec).) varie durant la maturation. Aux stades précoces de
développement, Ec;. a une valeur trés supérieure au potentiel de membrane des neurones, ainsi
lorsque les canaux chlorure s’ouvrent, la membrane se dépolarise pour tendre vers la valeur de
Eci. (excitation). En revanche, aux stades plus tardifs de développement, E¢;. a une valeur plus
négative, ainsi I’ouverture des canaux chlorure n’entraine plus une trés forte dépolarisation
mais exerce un rdle inhibiteur. La modification de ces gradients d’ions CI" est sous tendue
particuliérement par la mise en place du co-transporteur KCC2, responsable de 1’extrusion des
ions CI (Rivera et al., 1999).

Par contre, les facteurs inducteurs ou répresseurs contrdlant le passage d’une
transmission GABA/glycine excitatrice a inhibitrice ne sont pas ¢élucidés. Ces facteurs

peuvent étre génétiques et/ou épigénétiques. Parmi les facteurs épigénétiques, les voies
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Figure 10: Passage d’une transmission synaptique excitatrice GABA/glycine vers une
transmission inhibitrice a partir du stade E13.5 chez la souris

Au stade E11,5, I’application de Strychnine/Bicuculline (Stry-Bicu) entraine une diminution de la
durée des bouffées d’activité électrique (bouffées de potentiels d’action ; ici la trace est une intégration
du signal). Au stade E13,5, la méme application de Stry/Bicu induit une augmentation de la durée des
bouffées. Au stade E17,5, I’augmentation de la durée des bouffées est plus importante qu’au stade
E13,5. Le GABA et la glycine exercent un effet excitateur au stade E11,5 (en rouge) et inhibiteur a
partir du stade E13,5 (en vert).

Modifiée d’aprés Branchereau et col., 2002
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modulatrices 5-HT sont des candidates potentielles puisqu’on sait qu’elles envahissent

progressivement le systéme nerveux central au cours du développement (Gaspar et al., 2003).

D- ROLE DE LA SEROTONINE SURLA MISEEN PLACEDE LA
TRANSMISSION SYNAPTIQUE GABA/GLYCINE INHIBITRICE

La transmission synaptique inhibitrice GABA/glycine se met en place a partir des stades
E13,5-E15,5. De plus, a partir de ces stades, les activités spontanées et les activités induites
par la sérotonine dans les futurs réseaux spinaux locomoteurs présentent progressivement des
caractéristiques nouvelles témoignant de leur maturation. Ces évolutions, observées au niveau
spinal, sont concomitantes a 1’arrivée des voies descendantes supraspinales dans la moelle
¢épinicre. Parmi ces voies descendantes, les axones contenant la bioamine 5-HT sont les plus
précoces a envahir la moelle épiniére (Ballion et al., 2002; Rajaofetra et al., 1989). 11 a été
montré, dans le laboratoire, que la sérotonine joue un role important dans la maturation de la
transmission synaptique GABA/glycine (Figure 11). Sur des cultures organotypiques de
moelles épiniéres de souris traitées chroniquement par 1’inhibiteur de synthése de la 5-HT (la
pCPA), les activités spontanées ont été enregistrées en présence ou non de strychnine SuM/
bicuculline 30uM (Branchereau et al., 2002). Sur des cultures non traitées a la pCPA, au stade
E11,5, la strychnine/bicuculline entraine une diminution de la durée des bouffées de potentiels
d’action. Aprés 2 a 6 jours de culture, la méme application de strychnine/bicuculline induit
une augmentation de la durée des bouffées, augmentation d’autant plus importante que le
stade de développement est avancé. Sur les cultures traitées a la pCPA, 1’augmentation induite
par le traitement strychnine/bicuculline est potentialisée. Ainsi, ces travaux ont permis de

montrer que la sérotonine retarde la maturation des inhibitions dans la moelle épiniére.
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Figure 11 : Mise en place plus précoce de la transmission synaptique inhibitrice GABA ,/glycine
en ’absence de S-HT

(A) Au stade E11,5, la Stry-Bicu entraine une diminution de la durée des bouffées de potentiels
d’action (traces en gris : bouffée de potentiels d’action ; trace en noir : traces intégrées). (B) Sur les
cultures non traitées (présence de 5-HT), apres 2 a 6 jours de culture (J2, J6), la méme application de
Stry-Bicu induit maintenant une augmentation de la durée des bouffée d’autant plus importante que le
stade de développement est avancé. (C) Sur les cultures traitées a la pCPA (absence de 5-HT), aux
mémes stades de développement, I’augmentation induite par [’application de Sty-Bicu est
potentialisée. (D) Analyse quantitative révélant une différence significative entre J2 et J2 pCPA
(**p<0,01) et entre J6 et J6 pCPA (*p<0,05), différence non significative (ns) entre J2 pCPA et J6
(ns). Valeurs entre parenthéses : nombre de préparations.
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En conclusion, I’ensemble des connaissances acquises, au laboratoire, sur la préparation
de moelle épiniére embryonnaire de souris grace a 1’¢électrophysiologie est récapitulé sur la
Figure 12. Quatre phases peuvent étre distinguées :

- une phase précoce entre les stades E11,5 et E13,5 : les activités spontanées enregistrées
au niveau des racines ventrales de la moelle épiniére sont constituées d’un seul type de
rythme rapide, les activités de type locomoteur induites par la sérotonine sont synchrones, et
les systémes neurochimiques sous-tendant ces activités, impliquent majoritairement
I’acétylcholine, le GABA et la glycine, tous ces neurotransmetteurs étant excitateurs.

- le stade E14,5 présente des évolutions ontogéniques remarquables: a ce stade
uniquement, les activités spontanées présentent deux types de rythmes (rythme rapide et
rythme lent). De plus, les activités de type locomoteur commencent a présenter des signes
d’alternances. Elles sont sous tendues par des interactions excitatrices mais aussi par de
faibles inhibitions. C’est également vers ce stade de développement que le GABA et la
glycine basculent d’une fonction excitatrice a inhibitrice. Enfin, la transmission cholinergique
diminue au profit de la transmission synaptique glutamatergique.

- entre les stades E15,5 et E16,5: aucune activité spontanée n’est enregistrée dans la
moelle épiniere, les activités de type locomoteur induites par la 5-HT présentent le méme
comportement qu’au stade E14,5. La transmission synaptique GABA/glycine devient
inhibitrice et la transmission glutamatergique devient prépondérante.

- Enfin, a partir du stade E17,5, les systémes spinaux présentent des caractéristiques
typiques des réseaux matures : 1’alternance est observée dans les activités de type locomoteur.
La transmission est mixte : glutamatergique excitatrice et GABA/glycine inhibitrice.
L’activité spontanée enregistrée est trés erratique et peut présenter des €pisodes d’activités

locomotrices alternés.
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Figure 12 : Schéma synoptique de ’ontogenése des principaux systémes spinaux chez la souris
Au stade E14,5, les activités rythmiques spontanées sont intenses et présentent sous deux formes de
rythmes : un rythme rapide constitué d’épisodes courts et un rythme lent constitué d’épisodes longs
(activités rythmiques spontanées, en gris foncé). C’est a ce stade également que les réseaux lombaires
générateurs de rythme commencent a produire des activités électriques asynchrones entre les cotés
gauche/droit (activité rythmique motrice, en gris clair). Les activités rythmiques sont sous tendues
d’abord par une transmission majoritairement GABA/glycine et cholinergique puis par une
transmission majoritairement glutamatergique, le GABA et la glycine basculant d’une fonction
excitatrice a inhibitrice autour du stade E14,5 (transmission synaptique, en orange).
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Chez les mammifeéres, au cours de I’ontogené¢se, lors des phases précoces de
développement, les réseaux neuronaux expriment des activités rythmiques spontanées qui
reposent principalement sur une transmission excitatrice. En effet, a ces stades de
développement, les deux principaux neurotransmetteurs inhibiteurs chez 1’adulte, le GABA et
la glycine fonctionnent comme neurotransmetteurs excitateurs et jouent, avec 1’acétylcholine
et le glutamate, un role essentiel dans la génération de ces activités spontanées précoces au
sein des réseaux neuronaux de la moelle épini¢re ventrale (Branchereau et al., 2002; Hanson
and Landmesser, 2003). Lors de la maturation du systéme nerveux central des mammiferes,
cette transmission GABA/glycine excitatrice va progressivement basculer vers une
transmission synaptique inhibitrice (Wu et al., 1992; Ganguly et al., 2001; Stein et al., 2004).
Si le passage d’un mode excitateur (immature) vers un mode inhibiteur (mature) est déja bien
défini (voir revues Clarac et al., 2004; Kudo et al., 2004), les mécanismes qui sous-tendent
cette évolution ontogénique ne sont pas élucidés. De méme, I’ontogenése du phénotype
GABA et glycine dans les populations neuronales intraspinales n’a pas été décrite chez la
souris. Il est donc essentiel de bien caractériser I’ontogenése de ces deux populations.
Cependant, au sein de la moelle épinicre, il existe de nombreuses populations neuronales qui
se mettent en place avec un timing différent. Pour avoir un point de référence, dans la mesure
ou les motoneurones sont les premiers neurones a se différencier, le développement
embryonnaire des colonnes de motoneurones a d’abord été analysé dans la moelle épinicre de

souris.

A- LOCALISATION DESMOTONEURONES SPINAUX AU COURSDU
DEVELOPPEMENT

Les motoneurones sont parmi les premiéres cellules nerveuses a se différencier (Nornes

and Carry, 1978) et I’on sait que cette population va subir des modifications drastiques au
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cours du développement principalement dues a un phénomeéne important de mort neuronale
programmeée. Ainsi, il a été décrit une perte de 60 a 67 % des motoneurones de la moelle
épinicre entre les stades E12,5 et E17,5 (Lance-Jones, 1982; Oppenheim, 1986; Yamamoto
and Henderson, 1999). Dans la moelle épinicre, il a ¢galement ét¢ montré que les jonctions
neuromusculaires se mettaient en place vers le stade E11,5 chez la souris (Suzue and Shinoda,
1999), un jour avant ’apparition des premiers mouvements spontanés de I’embryon. Ces
variations ontogénétiques posent alors la question de savoir ou est localisée cette population
de neurones moteurs a différents stades de développement. Dans cette perspective, des
marquages imunohistochimiques ont été réalisés avec le marqueur Islet 1/2 (marqueur des
motoneurones précoces au cours de développement) (Ericson et al., 1992) sur des coupes de
moelles épinicres prélevées aux stades E12,5, E13,5 et E15,5 (n=3 a chaque stade) (Figure
13). Le but de cette démarche n’étant pas de faire une analyse exhaustive du développement
des motoneurones, mais plutdt d’évaluer leur évolution, 1’étude a été réalisée uniquement au
niveau brachial.

Au stade E12,5, deux groupes de cellules sont marqués dans la substance grise : 1’un situé
en position ventro-latérale, 1’autre situ¢ beaucoup plus dorsalement en position médiane (Fig.
13, respectivement fléches et doubles fléches). L’emplacement de ces dernicres cellules (en
position médiane) ne correspondant pas a des motoneurones mais plutdt a des neurones
moteurs viscéraux (cellules préganlionnaires sympathiques) (Ericson et al. 1992). Au stade
E13,5, les cellules marquées en position ventro-latérale sont regroupées dans une zone plus
restreinte par rapport au stade précédant, cette zone bordant la substance blanche ventrale
(Fig. 13, fleches). Il est intéressant de noter que les cellules marquées en position médiane
dans la zone intermédiaire de la moelle épiniére sont moins nombreuses (Fig. 13, double

fleche). Au stade E15,5, la population de motoneurones est localisée de fagon beaucoup plus
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Figure 13 : Mise en place de la population motoneuronale dans la moelle épiniére en cours de
développement

Au stade E12,5, deux groupes de cellules marquées sont observés, I’un en position ventro-latérale
correspondant & une colonne motoneuronale (fléches), 1’autre située beaucoup plus dorsalement en
position médiane correspondant probablement a des neurones moteurs viscéraux (doubles fleches). Au
stade E13,5, les cellules marquées sont dans une zone plus restreinte. La colonne de motoneurones
ventro-latérale (fleches) borde la substance blanche ventrale. Quelques cellules non motoneuronales
(doubles fléches) subsistent plus dorsalement dans la zone médiane. Au stade E15,5, les cellules
marquées pour Islet 1/2 sont regroupées en trois colonnes dans la substance grise ventro-latérale et
ventro-médiane en bordure de la substance blanche (fléches).

Abréviations : ¢d : corne dorsale, cv : corne ventrale, v : ventricule
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définie. En effet, les cellules marquées pour Islet /2 sont regroupées en trois colonnes dans la
substance grise ventro-médiane et ventro-latérale en bordure de la substance blanche.

Les données obtenues avec Islet /2 peuvent étre complétées avec les données recueillies
dans le laboratoire avec un anticorps dirigé contre 1’ a-calcitonin gene related peptide (CGRP)
(Alain Delpy, stage de maitrise). L’aCGRP étant une protéine exprimée dans le systéme
nerveux central et périphérique avec plus de 90% de son expression totale dans les
motoneurones embryonnaires (Juurlink et al., 1990). Ainsi, dés le stade E11,5, un pool unique
ventro-latéral de motoneurones est détecté dans la moelle épinic¢re brachiale. Puis la mise en
place de cette population motoneuronale s’effectue suivant un axe rostro-caudal : au stade
E13,5, on observe un pool ventro-médian et un pool ventro-latéral au niveau brachial mais un
seul pool ventro-médian au niveau du plexus lombaire. Trois pools ventraux peuvent étre
visualisés au niveau brachial au stade E17,5 : un pool ventro-médian, et un pool ventro-latéral
composé lui-méme d’un pool médian et d’un pool latéral, en revanche seuls deux pools sont
marqués au niveau lombaire.

La Figure 14 récapitule I’ensemble des observations effectuées sur la mise en place de la
population motoneuronale dans la moelle épinic¢re brachiale au cours du développement. Au
stade E12,5, une colonne ventro-latérale (vl) de motoneurones est marquée. Une colonne
ventro-médiane (vm) et une colonne ventro-latérale sont immunoréactives au stade E13,5.
Trois colonnes de motoneurones sont observées au stade E15,5 : en position ventro-médiane,

ventro-latérale-médiane (vim) et ventro-latérale.
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Figure 14 : Schéma de la mise en place de la population motoneuronale dans la moelle épiniére
brachiale au cours du développement

Au stade E12,5, une unique colonne de motoneurones est située en position ventro-latérale (vl). Une
colonne ventro-médiane (vm) et une colonne ventro-latérale sont immunoréactives au stade E13,5.
Trois colonnes de motoneurones sont observées au stade E15,5: en position ventro-médiane (vm),
ventro-latérale-médiane (vim) et ventro-latérale (v1).

Abréviations : c¢d : corne dorsale, cv : corne ventrale, v : ventricule
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B- MISEENPLACE DU SYSTEME GABAERGIQUE DANSLA MOELLE

EPINIERE

Afin de mieux comprendre le rdle ontogénique du GABA, il est indispensable de
connaitre 1’évolution de la population de neurones GABAergiques au cours de la maturation
embryonnaire. Cette maturation a été décrite dans différentes structures du cerveau et chez
différentes espéces (cervelet (Yamashita and Hayashi, 1996), cortex visuel et préfrontal
(Schwartz and Meinecke, 1992) chez le singe ; cerveau (Jong et al., 1986), pont (Code et al.,
1989), télencéphale (Lundgren et al., 1995) chez le poulet; cortex visuel chez le
furet (Peduzzi, 1988) ; cerveau (Lauder et al., 1986), cervelet (Aoki et al., 1989), néocortex
chez le rat (Chronwall and Wolff, 1980; Cobas et al., 1991; Van Eden et al., 1989) ; néocortex
(Del Rio et al.,, 1992) chez la souris). Dans la moelle épiniére, quelques données sont
disponibles chez le xénope (Binor and Heathcote, 2001), le poulet (Antal et al., 1994) et le
rat (Ma et al., 1992; Tran et al., 2003) ; mais chez la souris, la mise en place de la population
GABAergique n’a jamais ¢été décrite. Nous avons ainsi réalis¢ une étude
immunohistochimique combinée a des observations en microscopie confocale pour décrire la

mise en place de cette population dans la moelle épiniére embryonnaire de souris.

La distribution des fibres et cellules immunoréactives pour le GABA a été analysée du
stade E9,5 au stade PO, sur des sections de moelles épiniéres brachiales et lombaires (n=4 au
stade E9,5, 3 portées différentes ; n=6 E11,5 - 3 portées différentes, n=7 E12,5 - 5 portées,
n=9 E13,5 - 6 portées, n=10 E15,5 - 6 portées, n=6 E17,5 - 4 portées et n=4 PO provenant de 3
portées différentes). Des observations sur des coupes transversales de moelle épiniére ainsi

qu’une quantification de la population de cellules marquées ont été réalisées a chaque stade de
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développement étudié. Les résultats sont ainsi présentés d’abord sous forme descriptive puis

sous forme d’analyse quantitative.

1) Localisation préférentielle des premieres cellules GABAergiques dans

la substance grise ventrale

Au stade E9,5, aucun marquage n’a pu étre détecté aux deux niveaux étudiés (données
non illustrées, n=4).

Les premiers marquages GABA sont observés au stade E11,5. En effet, quelques corps
cellulaires immunoréactifs pour le GABA (GABA-ir) sont détectés dans la moelle brachiale
sur certaines coupes mais pas de manicre systématique (2 coupes / 6 observées). Ces somata
sont localisés dans la partie médio-ventrale de la substance grise ventrale (Fig. 15A1, 12A3
tétes de fleches) et sont regroupés préférentiellement autour de la zone ventriculaire (Fig.
15A4, tétes de fleches). Quelques fibres marquées longitudinalement ont également pu étre
observées non loin des corps cellulaires GABA-ir, dans la commissure ventrale (voir fléches,
Fig. 15A4). Bien que l’origine de ces fibres ne soit pas connue, le fait qu’elles soient
positionnées proche des corps cellulaires GABAergiques suggere qu’elles seraient issues des
corps cellulaires marqués et qu’elles pourraient correspondre a des axones commissuraux.
Parfois, quelques rares fibres GABA-ir localisées dans la substance blanche en position
médio-latérale ont pu également étre observées (Fig.15A2, 15A5). Ces fibres qui n’ont été
visibles qu’a des niveaux brachiaux supérieurs (non détectées aux niveaux brachiaux les plus
bas) pourraient donc avoir une origine supraspinale. Dans la moelle lombaire, nous n’avons

jamais observé d’immunoréactivité anti-GABA au stade E11,5 (n = 6, Fig. 15B1).

Par contre, au stade E12,5, des corps cellulaires GABAergiques sont détectés aux deux
niveaux spinaux étudiés (Fig. 16A1, 13B1). Cependant, ces somata sont en quantité plus

importante dans la moelle brachiale que dans la moelle lombaire. Dans la moelle épiniére
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Figure 15 : Premiéres visualisations d’une immunoréactivité anti-GABA au niveau brachial au
stade E11.,5

Aux niveaux brachiaux les plus hauts, des fibres GABA-ir sont détectées en position dorso-latérale
(fleches, A1) tandis que ces fibres sont beaucoup moins visibles aux niveaux brachiaux plus caudaux
(fleche, A2). Sur certaines coupes, présence de quelques somata immunoréactifs pour le GABA dans
la substance grise en position ventro-médiane (tétes de fléches, A2). (A3) Grossissement du plexus
latéral de fibres GABA-ir illustrées en Al. Noter que ces fibres sont coupées transversalement et
parcourent la moelle selon un plan rostro-caudal. (A4, A5) Vues élargies présentant les corps
cellulaires GABA-ir marqués en A2 (tétes de fléches). Axones commissuraux parcourant la
commissure ventrale (A5, fléches). Au niveau lombaire (B1), aucune immunoréactivité GABA n’est
détectée. Sur cette figure, comme sur les suivantes, les rectangles en pointillés délimitent la
localisation des images a plus fort grossissement. Les marquages immunohistochimiques anti-GABA
(et anti-glycine dans les figures suivantes) sont réalisés sur des coupes transversales de moelles
épiniéres.

Abréviations : cd : corne dorsale, cv : corne ventrale, com v : commissure ventrale, v : ventricule, zv :
zone ventriculaire
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Figure 16 : Au stade E12.5, expression d’une immunoréactivité anti-GABA au niveau brachial
(A1-A3) et lombaire (B1-B3)

Localisation des corps cellulaires GABA-ir au niveau brachial dans la corne ventrale autour de la
colonne motoneuronale (Mn) et autour de la zone ventriculaire (vue globale, A1). Noter que la corne
dorsale ne présente pas d’immunoréactivitét GABA (voir astérisque). (A2) Grossissement a partir de
A1l dévoilant des neurones GABAergiques (tétes de fléches) autour des motoneurones non marqués.
Noter que des fibres sous forme de marquage ponctiforme sont détectées dans la zone marginale
(fleches). (A3) Neurones marqués autour de la zone ventriculaire (t€tes de fléches) et axones
commissuraux GABAergiques parcourant la commissure ventrale (fleches). (B1) Au niveau lombaire,
les cellules GABA-ir sont détectées au stade E12,5 dans la substance grise ventrale, mais la partie
dorsale de la moelle ne présente pas de marquage (astérisque). Vue élargie des groupes de neurones
ventraux GABA-ir a gauche (B2) et a droite (B3) de ’axe médian. Ces neurones sont situés au dessus
de la colonne de motoneurones. Noter la présence de fibres GABAergiques dans la substance blanche
ventrale (fléches).

Abréviations : ¢d : corne dorsale, cv : corne ventrale, Mn : motoneurones, zv : zone ventriculaire
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brachiale, des corps cellulaires GABA-ir sont détectés dans la substance grise ventrale autour
de groupes de cellules non marquées correspondant a la colonne ventro-latérale
motoneuronale (Fig. 16A1, 16A2). De nombreuses cellules GABAergiques ont également été
trouvées dans les zones ventro-médianes de la substance grise, proche de la couche péri-
épendymaire (zone ventriculaire, zv) (Fig. 16A3, tétes de fleches). De plus, on peut noter la
présence de fibres commissurales GABA-ir dans la partie ventro-médiane de la moelle
épiniére ainsi que dans la commissure ventrale (Fig. 16A3, fleches). Dans la moelle épiniére
lombaire, des corps cellulaires GABAergiques ont été¢ révélés exclusivement dans la
substance grise ventrale (Fig. 16B1) autour des colonnes de motoneurones (Fig. 16B2, tétes
de fleches). Un nombre important de fibres a été également détecté dans la zone marginale
ventro-latérale, ces fibres parcourant la moelle soit sagitallement soit transversalement (Fig.
16B3, fléches). Enfin, au stade E12,5, la moelle dorsale ne présente pas d’immunoréactivité

GABA au niveau brachial ni au niveau lombaire (Fig. 16A1, B1, astérisques).

2) Apparition du phénotype GABA dans toute la moelle épiniere

Au stade E13,5, le nombre de somata GABA-ir augmente dans la partiec ventrale de la
moelle épiniére et les premiéres cellules GABA-ir apparaissent dans la substance grise
dorsale. Les niveaux rostraux et caudaux de la moelle épiniére présentent de nombreux corps
cellulaires GABAergiques, comme illustré sur la Figure 17A1 et B1.

Dans la moelle épiniére brachiale, des cellules GABAergiques réparties de manicre
homogene peuvent étre visualisées dans les futures couches VII et VIII. Comme au stade
E12,5, aucun marquage n’a pu étre détecté dans les colonnes motoneuronales. L’absence de
marquage dans les colonnes ventro-médianes de motoneurones est nettement visible sur la
Figure 17A2. Au niveau de la zone intermédiaire, un réseau dense de neurones

GABAergiques est visible proche de la zone ventriculaire médiane et a la périphérie. Ces
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Fiqure 17 : Stade E13,5, immunor éactivité anti-GABA confinée dansla moelle épiniere ventrale

(A1) Sur les sections brachiales, les cellules GABAergiques sont détectées dans toute la corne ventrale
sauf dans la zone correspondant aux colonnes de motoneurones. Quelques rares fibres sont visibles
dans la zone marginale dorsale (fléche ouverte). (A2) Vue élargie des neurones GABA-ir localisés
dans la corne ventrale. Des cellules GABA-ir émettent des projections axonales vers les colonnes de
motoneurones (Mn) (doubles fléches). (A3) Pattern d’immunoréactivitt GABA dans la zone
ventriculaire autour du ventricule. De nombreux neurites GABA-ir terminent leur course en bordure
du ventricule (fleches). (A4) Plexus de fibres GABA-ir ponctiformes dans la zone marginale latérale.
Noter que les corps cellulaires GABAergiques envoient des projections dans la zone marginale latérale
(tétes de fleches). (B1) Au niveau lombaire, I’immunoréactivité GABA est moins étendue dans la
corne ventrale par rapport au niveau brachial (comparer avec Al). (B2) Les cellules marquées (tétes de
fleches) localisées autour des colonnes motoneuronales sont en nombre plus faible. Des fibres sont
également détectées dans la zone marginale ventrale (fléches). (B3) Le nombre de cellules marquées
autour du ventricule est moins important par rapport au niveau brachial (tétes de fléches), des
projections axonales vers le ventricule sont observées (doubles fléches). (B4) Aucun corps cellulaire
GABA-ir n’est détecté dans la corne dorsale alors que quelques fibres GABAergiques sont présentes
(fleches).

Abréviations : cd : corne dorsale, cv : corne ventrale, Mn : motoneurones, v : ventricule, zi : zone
intermédiaire, zm : zone marginale, zv : zone ventriculaire
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cellules possedent des prolongements immunoréactifs au GABA vers le ventricule, ce qui
suggere qu’il pourrait y avoir des échanges avec le liquide épendymaire (voir tétes de fleches,
Fig. 17A3). Un marquage GABA sous forme de ponctuations correspondant
vraisemblablement a des terminaisons de fibres GABAergiques parcourant la moelle suivant
un axe rostro-caudal, est également visible dans la zone marginale ventro-latérale. Enfin,
quelques fibres présentent une immunoréactivité anti-GABA dans la zone marginale dorsale
(voir fleches, Fig. 17A1).

Dans la moelle lombaire, de nombreuses cellules sont GABA positives dans la substance
grise ventrale, ces cellules sont plus particulierement localisées dans les zones ventro-latérales
(Fig. 17B1), autour des colonnes motoneuronales dépourvues de marquage (Fig. 17B2). Dans
la zone intermédiaire, on trouve moins de cellules GABAergiques autour de la zone
ventriculaire qu’ au niveau brachial (tétes de fleches, Fig. 17B3). Sur les sections lombaires,
les zones marginales latérale et ventro-latérale sont marquées de fagon similaire par rapport
aux sections brachiales mais la zone marginale dorsale présente moins de terminaisons
GABAergiques. Enfin, dans la corne dorsale de la moelle épiniére, de rares cellules GABA-ir

sont visualisées et quelques fibres GABAergiques ont pu étre détectées (Fig. 17B4).

3) Localisation préférentielle des cellules GABA-ir_dans la corne dorsale de la moelle

€piniére
Le développement de la population GABAergique présente une modification remarquable
qui a lieu autour du stade E15,5. En effet, au niveau brachial, les corps cellulaires
GABAergiques sont localisés dans toute la substance grise ventrale (Fig. 18A1), cependant
pour la premicre fois, le nombre de cellules marquées dans la moelle dorsale dépasse le
nombre de cellules marquées dans la moelle ventrale (voir quantification Fig. 22). Dans la

zone intermédiaire, les cellules GABAergiques sont détectées autour du canal central mais
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Figure 18 : Stade E15,5, extension de I'immunor éactivité anti-GABA dans |la corne dorsale (A2)
Au stade E15,5, la zone ventriculaire commence a se rétracter pour donner naissance au canal central
qui est entouré de nombreuses cellules marquées. (A3) De nombreux somata GABA sont détectés
dans la corne dorsale. Un plexus de fibres GABA-ir trés dense est visible dans la zone marginale
dorso-latérale (fleches). (A4) Les cellules GABA-ir, en nombre important, occupent toute la substance
grise ventrale sauf la zone correspondant aux colonnes motoneuronales (Mn) (tétes de fleches). Les
zones marginales dorsale et ventrale présentent une innervation GABA importante. (B1) Au niveau
lombaire, le pattern d’immunoréactivité GABA est similaire a celui observé au niveau brachial. (B2)
La zone ventriculaire est entourée de neurones GABA (tétes de fléches). (B3) Vue grossie de
nombreuses cellules marquées dans la corne dorsale. (B4) Fibres GABA-ir remarquées dans la zone
marginale dorso-latérale (fléches). (B5) Les cellules marquées restent en nombre important autour des
colonnes motoneuronales.

Abréviations : cc: canal central, cd: corne dorsale, cv: corne ventrale, Mn : motoneurones, Vv :
ventricule, zi : zone intermédiaire, zm : zone marginale, zv : zone ventriculaire
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leurs projections vers le ventricule sont moins claires (Fig. 18A2, tétes de fléches). De
nombreuses fibres GABA-ir sont détectées dans toutes les couches de la future substance
blanche de la moelle épini¢re mais avec une densité plus importante dans la zone marginale
dorso-latérale (Fig. 18A3, fleches). Bien que les cellules GABAergiques soient encore
présentes dans la moelle ventrale, elles ne sont plus situées préférentiellement autour des
colonnes de motoneurones mais sont localisées dans les zones plus dorsales de la corne
ventrale. Au niveau lombaire, les cellules GABA-ir semblent étre réparties de fagon uniforme
dans les cornes ventrale et dorsale de la moelle épiniére. A ce stade de développement, de
nombreux corps cellulaires GABAergiques délimitent le pourtour de la zone ventriculaire
comme au stade E13,5 (Fig. 18B2, téte de fléches; comparer avec Fig. 17A4). Comme illustré
dans la Figure 18B3, un nombre important de somata GABA-ir a été trouvé au niveau
lombaire dans la corne dorsale (comparer avec Fig. 18A3). A ce niveau, la zone marginale
dorso-latérale de la substance blanche de la moelle épini¢re présente aussi un marquage
GABA dense (Fig. 18B4). Comme au stade E13,5, de nombreuses cellules GABAergiques
sont détectées autour des colonnes motoneuronales, comme par exemple autour de la colonne
ventro-latérale sur la Figure 18BS5.

Deux jours avant la naissance, au stade E17,5, le pattern d’immunoréactivit¢ GABA
évolue vers les parties dorsales de la moelle épini¢re (Fig. 19A1). Au niveau brachial, des
corps cellulaires GABA-ir sont présents dans la partie ventrale de la moelle, autour du canal
central (Fig. 19A2) et autour des colonnes de motoneurones ventro-latérales (Fig. 19A3),
mais ces cellules marquées sont en nombre trés faible. De la méme facon, dans la zone
intermédiaire, peu de cellules présentent un marquage GABA. En revanche dans la partie
dorsale de la moelle épinicre, un nombre trés important de cellules GABA-ir est détecté, ces
cellules occupant la corne dorsale dans sa totalité mais sont en densité plus importante au

niveau des futures couches I et II (Fig. 19A4). Dans la substance blanche, des fibres
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Figure 19 : Stade E17.5, localisation préférentielle de 'immunoréactivité anti-GABA dans la
corne dorsale

(A1) Vue générale d’une section transversale brachiale : le nombre de cellules marquées dans la
substance grise ventrale est trés faible. Présence de nombreuses fibres GABA-ir dans la zone
marginale (fleches). Un profil similaire est observé sur les coupes de moelle lombaire (non illustré).
(A2) Quelques rares cellules (tétes de fleches) sont détectées dans la substance grise ventrale et autour
du canal central. (A3) Au dessus des colonnes ventro-latérales de motoneurones, un nombre trés faible
de neurones GABA-ir est visible (tétes de fleches). De nombreuses fibres sont marquées dans la
substance blanche ventrale (fleches). (A4) Vue élargie de la substance grise dorsale, la population de
neurones GABA-ir est localisée en position médio-dorsale. (AS) Des fibres GABA-ir sont détectées
dans la zone marginale, plus particulierement dans les funiculi dorso-latéraux (doubles fléches).
Abréviations : cc : canal central, cd : corne dorsale, cv : corne ventrale, Mn : motoneurones, zi : zone
intermédiaire




Chapitrell

GABAergiques sont détectées tout autour de la moelle épinicre (Fig. 19A1, fléches). De plus,
comme au stade E15,5, un funiculus de fibres est marqué de fagon trés dense dans la zone
marginale dorso-latérale (Fig. 19A5), ces fibres devant correspondre a des axones ascendants
ou descendants. Sur les coupes lombaires, le marquage GABA obtenu est identique a celui
observé au niveau brachial (données non illustrées mais voir Fig. 21).

Lorsque 1’on compare avec les stades de développement embryonnaire, le pattern observé
au stade post-natal 0 (P0) révéle une diminution du nombre de cellules marquées aussi bien
dans la corne ventrale que dans la corne dorsale de la moelle épiniére (voir quantifications
Figure 22). La distribution du marquage GABA est également comparable au niveau brachial
(Fig. 20A1) et au niveau lombaire (non illustré). En effet, a ces deux niveaux étudiés, on peut
détecter 1) un nombre faible de cellules GABA-ir dans la zone intermédiaire et autour du
canal central (Fig. 20A2), 2) un nombre important de cellules marquées dans les couches
superficielles de la corne dorsale (Fig. 20A3), et 3) quelques cellules dans la corne ventrale de
la moelle épinicre (Fig. 20A1). Au stade PO, des fibres GABA-ir sont également révélées dans
la future substance blanche avec une densité plus importante dans la zone marginale dorso-

latérale (Fig. 20A4, fleches).

L’ensemble des observations réalisées jusqu’ici est synthétisé dans la Figure 21. Trois
étapes importantes sont distinguées dans la mise en place du phénotype GABA. 1) Entre les
stades E11,5 et E12,5, les premiéres cellules GABAergiques apparaissent dans la moelle
ventrale. 2) Au stade E13,5, la population GABA-ir commence & envahir la moelle dorsale. 3)
Enfin, entre les stades E15,5 et PO, le marquage GABA est préférentiellement localisé dans la
corne dorsale et le nombre de cellules marquées dans la corne ventrale a diminu¢. Afin de
mieux appréhender les dynamiques spatio-temporelles de mise en place de la population

GABAergique dans la moelle épini¢re embryonnaire de souris, une analyse quantitative a été
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Figure 20 : Stade PO, localisation principale de I’'immunoréactivité anti-GABA dans la corne

dorsale

(A1) Au niveau brachial, concentration des corps cellulaires GABA-ir dans les futures couches I a IV
de la substance grise dorsale. Noter la présence de fibres GABA-ir dans la zone marginale ventrale
(fleches), la zone marginale dorsale n’étant pas marquée (astérisques). (A2) Quelques rares neurones
GABA-ir sont observés autour du canal central en position ventrale (tétes de fléches). (A3)
Immunoréactivité dans les couches dorsales superficielles. (A4) Des fibres GABA-ir sont détectées
dans la zone marginale dorso-latérale (fleches). Les tétes de fleches indiquent les neurones GABA-ir.
Abréviations : cc : canal central, cd : corne dorsale, cv : corne ventrale, Mn : motoneurones, zi : zone
intermédiaire
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Figure 21 : Représentation schématique de la mise en place du systtme GABAergique au cours
du développement embryonnaire chez la souris

Les contours externes des schémas soulignent la forme générale des coupes transversales de moelles
épinicres, aux niveaux brachial (A) et lombaire (B), aux différents stades de développement. Les
contours internes (trait fin) délimitent la substance blanche de la substance grise. Les lignes pointillées
entourent les régions non marquées des colonnes motoneuronales. Les gros points noirs correspondent
aux cellules GABA-ir, les petits points noirs aux fibres GABAergiques. Aux stades E11,5 et E12,5, les
cellules GABA-ir sont localisées préférentiellement dans la substance grise ventrale. Elles envahissent
la corne dorsale au stade E13,5. Entre les stades E15,5 et PO, les cellules GABAergiques occupent
préférentiellement la substance grise dorsale. Chaque dessin a été établi a partir des acquisitions
confocales.
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réalisée grace a la méthode du « physical disector » (voir § matériels et méthodes), dans la
substance grise ventrale et dorsale de la moelle épiniére aux niveaux brachial et lombaire.

Au niveau brachial, I’analyse quantitative réalisée dans la corne ventrale nous permet
d’affirmer que la densité de cellules GABA-ir commence a augmenter au stade E11,5 (0,46 +
0,1 10° cellules/mm®), atteint un pic au stade E13,5 (50 + 7,7 10° cellules/mm’) puis diminue
aux stades plus tardifs de développement (PO : 9,72 + 3 10’ cellules/mm’) (Fig. 22A, barres
grises). La méme analyse, réalisée dans la corne dorsale, montre que les premicres cellules
immunoréactives pour le GABA apparaissent seulement au stade E13,5 (8,33 = 5 10°
cellules/mm’) et que le maximum de densité de cellules GABA-ir est détecté au stade
E17,5 (58,4 + 8,28 10° cellules/mm’) (Fig. 22A, barres noires). De plus, nos données
démontrent que I’'immunoréacitivit¢ GABA dans la substance grise passe d’une localisation
préférentiellement ventrale a dorsale entre les stades E13,5 et E17,5 : au stade E13,5, la partie
ventrale de la moelle épiniére contient une densité de cellules GABA-ir plus importante que
dans la partie dorsale, cette différence étant statistiquement différente (Fig. 22A, **P <0,01
entre E13,5 ventral et E13,5 dorsal) ; tandis qu’au stade E17,5, c’est la moelle dorsale qui
présente une densité de cellules GABA-ir plus élevée (Fig. 22A, *P < 0,05 entre E17,5 ventral
et E17,5 dorsal).

Au niveau lombaire, dans la moelle épiniére ventrale, 1’évolution de la densité de
cellules GABA-ir est similaire a celle observée dans la moelle brachiale ventrale mais décalée
dans le temps. En effet, les premiéres cellules GABA-ir apparaissent au stade E12,5 (6,02 +
1,77 10° cellules/mm”), le pic de densité de cellules GABA-ir est détecté au stade E15,5 (37 +
16,7 10° cellules/mm’) puis la densit¢ de cellules diminue aux stades ultérieurs de
développement (PO : 8,33 + 3,9 10° cellules/mm’) (barres grises Fig. 22B, comparer aux
barres grises Fig. 22A). Dans la corne dorsale au niveau lombaire, les premiéres cellules

émergent au stade E13,5 (7,87 + 3 10’ cellules/mm”), le maximum de densité est détecté au
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Figure 22 : Evolution de la densité de corps cellulaires marqués pour le GABA, dans les cornes
ventrale et dorsale de la moelle épiniére, au cours du développement embryonnaire chez la
souris

La densité de cellules GABA-Ir est relevée aux stades E11,5, E12,5, E13,5, E15,5, E17,5 et PO dans la
moelle ventrale (histogrammes gris) et dorsale (histogrammes noirs) au niveau brachial (A) et
lombaire (B). Au stade E13,5, la corne ventrale contient plus de cellules GABA par rapport a la corne
dorsale, en revanche au stade E17,5, I'inverse est observé. **P<0,01 et *P<0,05. Dans la corne
ventrale, il existe un délai dans I’apparition du pic de densité entre le niveau brachial (E13,5) et le
niveau lombaire (E15,5). Ce délai n’est pas observé dans la corne dorsale. n=4 pour chaque
histogramme
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stade E17,5 (63 + 3 10’ cellules/mm’) et la densité diminue au stade PO (8,33 + 3 10°

cellules/'mm”) (barres noires, Fig. 22B).

Ainsi, un changement de localisation du phénotype GABA de la corne ventrale vers la
corne dorsale de la substance grise est observé aux deux niveaux étudi€s entre les stades
E13,5 et E17,5. Par ailleurs, dans la corne ventrale, il existe un délai rostro-caudal important
dans le développement de la population du syst¢tme GABAergique : le nombre maximum de
cellules GABA-ir est détecté au stade E13,5 au niveau brachial, alors que dans la moelle
lombaire, ce maximum n’est atteint qu’au stade E15,5. Par contre, dans la partie dorsale de la
moelle lombaire, la mise en place de la population GABA-ir est relativement synchrone le
long de la moelle épini¢re : un pic unique est détecté au stade E17,5 aux deux niveaux

analysés.

Enfin, dans la substance grise ventrale, la population de cellules GABAergiques est
localisée autour des colonnes motoneuronales aux stades précoces de développement. Il a été
montré chez les vertébrés, que les motoneurones immatures pouvaient exprimer du glutamate
aux stades précoces de développement (Fu et al., 1998; Meister et al., 1993), des changements
phénotypiques peuvent étre possible dans la population de neurones GABAergiques au cours
de I’ontogenése (Gao et al., 2001). Le GABA étant synthétisé a partir du glutamate, les
neurones GABAergiques pourraient ainsi devenir glutamatergiques. La question se posait
donc de savoir s’il existerait a la frange de ces groupes de motoneurones immatures, des
cellules motoneuronales qui exprimeraient transitoirement le GABA. Ainsi, des expériences
de doubles marquages GABA / Isletl/2 ont été réalisés sur des coupes transversales de
moelle épiniére brachiale, aux stades de développements embryonnaires E12,5, E13,5 et
E15,5, afin de détecter la présence éventuelle de GABA dans des motoneurones. Aucune

cellule doublement marquée n’a été détectée aux trois stades étudiés (n=3 a chaque stade)

42



GABA Islet-1/2 double marquage

Figure 23 : Absence de co-localisations GABA / Islet 1/2

(A) Au stade E12,5, quelques cellules GABA-ir sont visualisées dans la substance grise ventrale (tétes
de fleches, photo de gauche, GABA) tandis que de nombreuses cellules immunoréactives pour Isletl/2
sont observées en position ventro-latérale (tétes de fléches doubles, photo du milieu, Islet 1/2).
L’image superposée ne révele pas d’éléments doublement marqués (photo de droite, double
marquage). (B) Au stade E13.5, le nombre de cellules GABA augmente dans la corne ventrale de la
moelle épiniere (tétes de fleches, photo de gauche, GABA) alors qu’une colonne de motoneurones est
détectée en position ventro-latérale (tétes de fleches doubles, photo du milieu, Islet 1/2). Aucune
cellule doublement marquée n’est observée (photo de droite, superposition GABA / Islet 1/2). (C) Au
stade E15,5, de tres rares cellules GABA-ir sont détectées en position ventrale (téte de fleche, photo de
gauche) alors que les colonnes motoneuronales s’étendent dans la substance grise ventro-médiane et
ventro-latérale (photo du milieu, Islet 1/2, tétes de fleches doubles). Aucun élément doublement
marqué n’est détecté (photo de droite). Les photos présentées dans cette figure ont été prises au niveau
brachial pour les stades E12,5 et E15,5 et au niveau thoracique haut pour le stade E13,5.
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(Figure 23, tétes de fléches : cellules GABA-ir ; tétes de fleches doubles : cellules Islet1/2-ir).
La population motoneuronale ne co-exprime donc pas le GABA aux stades précoces de

développement dans la moelle épinicre de souris.

C- MISE EN PLACE DE LA POPULATION GLYCINERGIQUE SPINALE

AU COURSDE L’ONTOGENESE

Aux stades précoces de développement, la glycine, comme le GABA, exerce un rdle
excitateur sur les neurones (décharge de potentiels d’action) (Gao and Ziskind-Conhaim,
1995; Wu et al., 1992). A des stades plus tardifs, s’opére un basculement de ces effets
excitateurs vers des effets inhibiteurs. Pour comprendre comment s’effectue le passage d’une
fonction excitatrice a inhibitrice, il est nécessaire d’étudier, comme nous I’avons fait pour le
GABA, la mise en place de la population glycinergique spinale au cours du développement.
Peu de données anatomiques sont disponibles sur la mise en place de la population
glycinergique. La maturation du systéme glycinergique dans la moelle épinicre a été¢ décrite
uniquement chez le poulet (Berki et al., 1995) et le poisson ze¢bre (Higashijima et al., 2004)
mais aucune donnée n’est disponible chez la souris, peut-étre di au fait que la glycine est une
molécule tres fragile et la fabrication de bons anticorps a toujours été difficile. Beaucoup
d’études ont ainsi reposé sur 1’utilisation d’anticorps anti-GlyT2 (transporteur de la glycine de
type 2).

L’obtention d’un excellent anticorps anti-glycine, fabriqué par le Dr. D. Pow, a permis
I’étude de la mise en place de cette population. Des sections de moelles épiniéres brachiales et
lombaires ont ainsi ¢été traitées par immunohistochimie et observées en microscopie

confocale. La distribution des fibres et des corps cellulaires glycinergiques a ét¢ analysée du
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stade embryonnaire E11,5 au stade post-natal 0 (4 E11,5, 6 E12,5, 8 E13,5, 4 E14,5, 7 E15,5,
5El16,5,7E17,5 et 6 PO).

1) Localisation préférentielle des premieres cellules glycinergigues dans la substance

grise ventrale

Au stade E11,5, au niveau brachial, quelques fibres faiblement immunoréactives a la
glycine ont été détectées aux niveaux des bordures de la région ventrale et latérale de la zone
marginale (Fig. 24A1,A2). Par contre au niveau lombaire, aucun marquage glycine n’a été
détecté au stade E11,5 (Fig. 24B). Les premiéres cellules glycinergiques sont détectées au
stade E12,5, au niveau brachial, dans la partie ventro-médiane de la substance grise ventrale
(Fig. 24C1-C2, tétes de fléches). Un réseau de fibres trés dense apparait également
immunoréactif pour la glycine dans la future substance blanche ventrale, au niveau médio-
latéral (Fig. 24C2). Ces fibres parcourent la moelle transversalement jusqu’a atteindre la zone
marginale et former des extensions sur le bord de la moelle (Fig. 24C2, fléches et doubles
fleches). Cependant, dans la moelle dorsale, aucun élément n’apparait marqué pour la glycine
(Fig. 24C3). Au niveau lombaire, un marquage similaire de fibres glycinergiques est observé
dans la zone marginale, mais ces fibres Gly-ir sont en nombre moins important et présentent
des prolongements moins longs dans la substance grise (Fig. 24D1-D2, fléche et doubles
fleches). Par ailleurs, moins de corps cellulaires Gly-ir sont détectés a ce niveau lombaire
(Fig. 24D2, téte de fleche). Enfin, au niveau lombaire comme au niveau brachial, la corne

dorsale ne présente pas de marquage glycine (Fig. 24D3).

2) Envahissement progressif dela corne dorsale

Au stade E13,5, les premicres cellules glycinergiques sont détectées dans la substance
grise dorsale aux deux niveaux considérés (Fig. 25A1,A3 et B1,B3). C’est dans la substance

grise ventrale que 1’on trouve le plus de corps cellulaires Gly-ir (Fig. 25A1-2, B1-2).
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Figure 24 : Premiére visualisation de fibres glycinergiques au stade E11.5, premiers corps
cellulaires au stade E12.5

Au stade E11,5, quelques fibres Gly-ir, localisées dans la substance blanche ventrale, sont observées
au niveau brachial (A), aucun marquage n’est détecté au niveau lombaire (B). (C1, C2) Au niveau
brachial, des cellules Gly-ir sont détectées dans la substance grise ventro-médiane (C2, tétes de
fleches), les cellules marquées au niveau lombaire sont rares (D2, tétes de fleches). Un réseau dense de
fibres Gly-ir est détecté dans la substance blanche ventrale en position médio-latérale, au niveau
brachial et lombaire (C2, D2, fléches). Ces fibres parcourent la moelle transversalement et forment des
extensions sur la bordure de la substance blanche (doubles fléches). Ces fibres sont en nombre plus
important au niveau brachial. (C3, D3) Aucun marquage glycine n’est détecté dans la corne dorsale.
Abréviations : cd : corne dorsale, cv : corne ventrale, zv : zone ventriculaire
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Figure 25 : Stade E13.5, localisation préférentielle de ’immunoréactivité glycine dans la corne
ventrale

(A1-A3) Au niveau brachial, les corps cellulaires Gly-ir sont localisés dans la substance grise ventrale
en position ventro-médiane et ventro-latérale (tétes de fleches, A2) mais les premieres cellules
immunoréactives sont détectées aussi dans la corne dorsale (tétes de fleches, A3). Des fibres Gly-ir
sont détectées dans la zone marginale ventrale (fleche et doubles fleches, A2). (B1-B3) Au niveau
lombaire, le marquage glycine est faible. Dans la corne ventrale, de rares cellules GABA-ir sont
détectées (tétes de fleches, B2) et de nombreuses fibres sont marquées (fleches et doubles fléches, B2).
Peu de cellules Gly-ir sont observées dans la corne dorsale (B3, tétes de fléches).

Abréviations : cd : corne dorsale, cv : corne ventrale, zv : zone ventriculaire
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Sur cette partie ventrale de la substance grise, un nombre plus important de cellules Gly-ir est
observé au niveau brachial (Fig. 25A2, tétes de fleches) tandis que les somata immunoréactifs
pour la glycine sont en quantité moindre au niveau lombaire et confinés dans la partie ventro-
médiane (Fig. 25B2, tétes de fleches). Des différences dans la distribution des fibres Gly-
ir peuvent également étre notées : au niveau brachial, dans la future substance blanche (zone
marginale), un nombre moins important de fibres Gly-ir est détecté par rapport au stade de
développement précédent (Fig. 25A2, fleche et doubles fléches). De plus, des fibres orientées
longitudinalement commencent également a é&tre détectées sous forme de marquage
ponctiforme, au niveau brachial. Un funiculus de fibres Gly-ir trés dense est aussi détecté
dans la substance blanche dorso-latérale (Fig. 25A1). Au niveau lombaire, les fibres
glycinergiques présentent la méme morphologie qu’au stade E12,5. En effet, des fibres Gly-ir
marquées de facon intense, provenant certainement de la substance grise, parcourent la moelle
transversalement jusqu’a atteindre la pie mére (Fig. 25B2, fléches et tétes de fléches).

Au stade E14,5, au niveau brachial, un pattern similaire est observé par rapport au stade
E13,5 (données non montrées) mais le nombre de somata Gly-ir augmente légérement dans la
corne dorsale. Au niveau lombaire, le nombre de cellules Gly-ir augmente dans les cornes
ventrale et dorsale tandis que les fibres Gly-ir qui parcourent la moelle ventrale
transversalement sont pratiquement absentes et sont «remplacées » par un marquage
ponctiforme.

Au stade E15,5, comme le montre la Figure 26A1,B1, les niveaux rostraux et caudaux
présentent de nombreux somata Gly-ir. Au niveau brachial, le nombre de corps cellulaires
Gly-ir reste ¢élevé dans la partie ventrale de la moelle épinic¢re (Fig. 26A2, tétes de fleches)
tandis que le nombre de cellules marquées augmente légérement dans la substance grise
dorsale (Fig. 26A3, téte de fleches) (voir quantifications Fig. 31). Le marquage a permis de

mettre en évidence les zones non marquées correspondant aux colonnes motoneuronales
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Figure 26 : Stade E15.5, expression de nombreuses cellules dans la substance grise

Au niveau brachial, le nombre de cellules Gly-ir est important dans la moelle épiniere ventrale (Al,
A2, tétes de fléches) et augmente dans la substance grise dorsale par rapport au stade précédent (A1,
A3, tétes de fléches). Noter la présence de fibres dans la substance grise ventrale latérale au niveau des
colonnes motoneuronales non marquées (A2, doubles fléches). Au niveau lombaire, de nombreuses
cellules sont marquées dans la substance grise ventro-latérale (B1, B2, tétes de fleches). Dans la corne
dorsale, les cellules Gly-ir sont localisées essentiellement dans les couches les plus dorsales de la
substance grise (B1, B3, tétes de fleches).

Abréviations : cd : corne dorsale, cv : corne ventrale, Mn : motoneurones, zv : zone ventriculaire
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ventro-latérales et ventro-médianes. Au niveau lombaire, de nombreux corps cellulaires
glycinergiques sont visibles dans la substance grise ventrale (Fig. 26B2). Si I’on compare
avec le niveau brachial, on trouve, dans la zone intermédiaire, moins de cellules Gly-ir autour
de la zone ventriculaire (comparer Fig. 26B1 a Fig. 26A1). Dans la corne dorsale, les cellules
Gly-ir sont localisées essentiellement dans les couches supérieures de la future substance grise
(Fig. 26B3, tétes de fleches). De nombreuses fibres orientées de facon longitudinale sont
également détectées dans la future substance blanche (Fig. 26A2, B2, fleéches).

Au stade E16,5, au niveau brachial, les cellules marquées sont distribuées de fagon
uniforme dans les deux cornes (Fig. 27A et voir quantification Figure 31). On peut remarquer
tout de méme que les cellules Gly-ir dans la corne ventrale ne sont plus localisées autour des
colonnes de motoneurones mais sont positionnées plus dorsalement et autour de la zone
ventriculaire (Fig. 27B, tétes de fleches). Des fibres Gly-ir ont également été détectées dans la
substance blanche ventrale (Fig. 27B, fléches). Dans la corne dorsale, aucun marquage
glycine n’a été observé dans les couches les plus dorsales (Fig. 27C) ; il a ét¢ montré
précédemment (Chapitre I, paragraphe B) que ces couches les plus dorsales de la substance
grise contenaient les neurones GABAergiques (voir Figure 21), ainsi les deux populations de
neurones GABAergiques et glycinergiques ne semblent pas co-localisées dans la moelle
dorsale. Les corps cellulaires Gly-ir de la corne dorsale sont en effet répartis dans les couches

dorsales plus profondes (Fig. 27C, tétes de fléches).

3) Localisation préférentielle du marguage glycine dans la corne dorsale

et diminution du nombre de cellules Gly-ir dansla corne ventrale

Le stade E17,5 marque le moment otl, pour la premiére fois, la quantité de cellules Gly-ir
est prépondérante dans la corne dorsale de la moelle épiniere (Fig. 28Al1 et voir

quantifications Fig. 31) . Au niveau brachial, seuls quelques corps cellulaires Gly-ir sont
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Figure 27 : Stade E16.5, forte immunoréactivité anti-glycine dans la substance grise a

P’exception des couches dorsales superficielles

Au niveau brachial (A), les cellules marquées sont distribuées uniformément dans la substance grise
ventrale (B, tétes de fleches) et dorsale (C, tétes de fleches). Noter la présence de fibres Gly-ir dans la
substance blanche ventrale (A2, fléches) et dans les couches les plus superficielles de la substance
grise dorsale (A3, fleches).

Abréviations : c¢d : corne dorsale, cv : corne ventrale, Mn : motoneurones, zv : zone ventriculaire
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Figure 28 : Stade E17.5, localisation préférentielle de I’'immunoréactivité anti-glycine dans la
corne dorsale

Au niveau brachial, 'immunoréactivité glycine est concentrée dans la corne dorsale de la moelle
épiniére (A1, A3, tétes de fleches). Des fibres Gly-ir (fleches A2) sont détectées dans la corne ventrale
mais pas de corps cellulaires. Au niveau lombaire, les corps cellulaires Gly-ir sont distribués
uniformément dans les cornes ventrale et dorsale de la moelle épiniére (B1-3, tétes de fleches) sauf
dans les couches dorsales les plus superficielles ou aucun marquage n’est détecté¢ (B3). Noter la
présence de fibres Gly-ir dans la corne dorsale (B3, fléches).

Abréviations : cd : corne dorsale, cv : corne ventrale, Mn : motoneurones, zv : zone ventriculaire
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observés dans la partie ventrale de la moelle (Fig. 28A1-2), en revanche de nombreuses
cellules marquées occupent la partie la plus profonde de la corne dorsale (Fig. 28 A3, tétes de
fleches). Au niveau lombaire, le marquage glycine est réparti de fagon uniforme dans les
cornes ventrale et dorsale de la moelle épinicre sauf dans les couches les plus superficielles de
la corne dorsale ou aucun marquage n’est observé (Fig. 28B1). Cette distribution est identique
a celle observée au stade E16,5 au niveau brachial (comparer Figures 28B1 et 27A). En effet,
une quantité importante de corps cellulaires Gly-ir est détectée dans la corne ventrale au
niveau brachial au stade E16,5 (Fig. 27A,B) et au niveau lombaire, au stade E17,5 (Fig.
28B1,2). Au stade E17,5, le nombre de somata Gly-ir est plus faible au niveau brachial, dans
la moelle épiniere ventrale (Fig. 28A1,2). Le nombre de fibres marquées augmente dans la
substance grise ventrale et dorsale (Fig. 28A2-3 et B2-3) avec une densité plus importante
dans la corne ventrale au niveau brachial (fleches, Fig. 28A2).

Enfin, lorsque 1’on compare les stades de développement embryonnaire au stade PO, chez
le nouveau-né, le profil observé est identique a celui observé au stade E17,5 (Fig. 29A1,B1).
L’ immunoréactivité glycine est relativement uniforme dans les cornes ventrales et dorsales
aux deux niveaux étudiés (comparer les Fig. 28 et 29). De nombreuses fibres Gly-ir
longitudinales sont également observées dans la substance grise et la substance blanche

(fleches, Fig. 29A2-3 et B2-3).

L’ensemble de ces données, concernant 1’évolution spatio-temporelle de la population
spinale glycinergique, est schématisé dans la Figure 30. Ainsi, ce schéma montre que les
premieres évidences de marquages glycine sont détectées dans la moelle ventrale entre les
stades E11,5 et E12,5. Entre les stades E13,5 et E16,5, les cellules glycinergiques envahissent
la corne dorsale. Les cellules glycine-ir sont enfin localisées préférentiellement dans les

couches profondes de la corne dorsale entre les stades E17,5 et PO.
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Figure 29 : Stade P0, stabilisation de ’immunoréactivité anti-glycine
Au niveau brachial (Al), les cellules Gly-ir sont localisées préférentiellement dans la corne dorsale.

Au niveau lombaire (B1), le marquage glycine est uniforme dans les cornes ventrales et dorsales. De
nombreuses cellules Gly-ir sont détectées dans la moelle ventrale (A2, B2, tétes de fleches) et la
moelle dorsale (A3, B3, tétes de fléches). Dans les couches dorsales les plus superficielles, seules des
fibres sont Gly-ir (B3, fleéches).

Abréviations : cc : canal central, cd : corne dorsale, cv : corne ventrale, Mn : motoneurones, zv : zone
ventriculaire
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Figure 30 : Représentation schématique de la mise en place du systéme glycinergique au cours
du développement embryonnaire chez la souris

Les contours externes des schémas soulignent la forme générale des coupes transversales de moelles
épiniéres, aux niveaux brachial (A) et lombaire (B), aux différents stades de développement. Les
contours internes (trait fin) délimitent la substance blanche de la substance grise. Les lignes pointillées
entourent les régions non marquées des colonnes motoneuronales. Les gros points noirs correspondent
aux cellules Gly-ir, les petits points noirs aux fibres glycinergiques.

Aux stades E11,5 et E12,5, I'immunoréactivité glycine est préférentiellement localisée dans la corne
ventale. Le marquage glycine s’étend dans la corne dorsale entre les stades E13,5 et E16,5. Aux stades
plus tardifs, les cellules Gly-ir sont localisées préférentiellement dans la corne dorsale. Chaque schéma
a été établi a partir des acquisitions confocales.
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Afin de préciser ces observations, une quantification a été réalisée grace a la méthode du
« physical disector » aux niveaux brachial et lombaire, dans la moelle épiniére ventrale et
dorsale (Figure 31). Au niveau brachial dans la corne ventrale, la densit¢ de cellules
glycinergiques est faible au stade E12,5 (5,5 + 2,5 10° cellules/mm”), atteint un maximum au
stade E13,5 (80,2 + 16,7 10° cellules/mm”), reste stable jusqu’au stade E16,5 (80,8 + 18,1 10
cellules/'mm®) puis enfin, diminue aux stades plus tardifs de développement (54,2 + 15 10°
cellules/'mm”) (Fig. 31A, barres grises). Dans la corne dorsale, les premiers somata gly-ir sont
identifiés au stade E13,5 (26,1 + 6,9 10° cellules/mm3), le maximum de densité de cellules
glycinergiques est détecté au stade E16,5 (82,5 + 10,3 10’ cellules/'mm’) puis cette densité de
cellules reste haute jusqu’au stade PO (77,5 + 16,7 10° cellules/'mm”) (Fig. 31A, barres noires).

Au niveau lombaire dans la moelle ventrale, la densité de cellules Gly-ir est trés faible au
stade E12,5 (0,7 + 0,7 10’ cellules/mm’), augmente aux stades ultérieurs de développement et
atteint un maximum au stade E16,5 (77,1 £5,5 10° cellules/mm? ) enfin, cette densité¢ diminue
légérement au stade PO (56,9 + 12,8 10° cellules/mm®) (Fig. 31B, barres grises). Dans la
moelle épiniere dorsale (Fig. 31B, barres noires), une évolution similaire a été observée mis a
part le fait que les premicres cellules glycinergiques n’ont été détectées qu’au stade E13,5 (10
+ 7,9 10° cellules/mm’). Le pic de densité de cellules Gly-ir est observé au stade E16,5 (96,8
+ 15,1 10° cellules/mm’) puis cette densité diminue légérement jusqu’au stade PO (90,3 + 9.7
10° cellules/mm’).

Ainsi, I’analyse quantitative permet de révéler un délai dans I’apparition des premicres
cellules glycinergiques entre les cornes ventrales et dorsales : premiéres cellules a E12,5 dans
la corne ventrale, E13,5 dans la corne dorsale. Au niveau brachial, un changement de
localisation de 1I’immunoréactivité glycine de la corne ventrale vers la corne dorsale de la
substance grise est également observé entre les stades E13,5 et E17,5. Par contre, au niveau

lombaire, la mise en place du phénotype glycine suit le méme pattern. Enfin, un délai rostro-
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Figure 31 : Evolution des densités de corps cellulaires glycinergiques dans les cornes ventrales
et dorsales dans la moelle épiniére embryonnaire de souris a différents stades de
développement : analyse quantitative

La densité de cellules Gly-ir est relevée des stades E11,5 a PO dans la moelle épiniere ventrale
(histogrammes gris) et dorsale (histogrammes noirs) au niveau brachial (A) et lombaire (B). Au niveau
brachial, la densité de cellules Gly-ir est plus importante dans la corne ventrale entre les stades E13,5
et E16,5 alors qu’apres le stade E16,5, la densité est plus importante dans la corne dorsale. Au niveau
lombaire, la densité de cellules Gly-ir évolue de la méme fagon avec une inversion du ratio de densité
entre la moelle ventrale et la moelle dorsale au stade E16,5. Dans chaque graphe, chaque barre
correspond a une moyenne de 4 a 6 mesures.
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caudal de trois jours est observé dans la mise en place de I’'immunoréactivité glycine dans la
moelle épiniere ventrale : le pic de densité de cellules Gly-ir est détecté au stade E13,5 dans la
moelle épiniére brachiale ; au stade E16,5 dans la moelle épiniére lombaire. Dans la corne
dorsale, le délai rostro-caudal est difficile a observer puisque le pic de densité est atteint au

stade E16,5 aux deux niveaux étudiés.

D- ETUDE DESCO-LOCALISATIONSENTRE LESPOPULATIONS

GABAERGIQUESET GLYCINERGIQUES

Bien que [I’ontogenése des systémes glycinergiques et GABAergiques décrite
précédemment expriment des différences, en particulier le moment d’apparition des premieres
cellules ou encore la localisation finale des ensembles de cellules contenant du GABA ou de
la glycine, des similarités dans le développement de ces deux populations peuvent étre
remarquées (Figure 32). En effet, ces deux systémes apparaissent tot au cours du
développement embryonnaire et leur maturation s’effectue selon un gradient rostro-caudal et
ventro-dorsal.

De nombreux travaux ont décrit des co-localisations entre les systémes GABAergiques et
glycinergiques dans la moelle épinicre : en particulier, des co-localisations dans les corps
cellulaires, les axones et les terminaisons neuronales (Ornung et al., 1994; Todd, 1996; Todd
and Sullivan, 1990), ou des co-localisations des récepteurs glycinergiques et GABA4 dans la
moelle épiniere (Bohlhalter et al., 1994).

Dans ce contexte, 1’existence de doubles marquages GABA/glycine a été recherchée dans
la moelle épiniére. Une analyse immunohistochimique et une étude quantitative ont donc été
réalisées sur des coupes transversales de moelle épiniére brachiales a trois stades de

développement : au stade E13,5 (n = 4) ou le GABA et la glycine ont une action purement
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Figure 32 : Comparaison de la mise en place des systémes glycinergiques et GABAergiques au
cours du développement embryonnaire

Les systtmes GABA et glycinergiques apparaissent tot au cours du développement embryonnaire,
d’abord dans la moelle épinic¢re brachiale : les premicres cellules GABA-ir sont détectées au stade
E11,5 alors que les premicres cellules glycinergiques apparaissent au stade E12,5. Dans la moelle
lombaires, les cellules GABA-ir et Gly-ir sont détectées au stade E12,5 en faible quantité : la mise en
place des populations GABA et glycinergiques s’effectue selon un axe rostro-caudal. La maturation de
ces deux populations s’effectue également selon un gradient ventro-dorsal : les cellules GABA et
glycinergiques sont d’abord localisées préférentiellement dans la corne ventrale aux stades E11,5 et
E12,5. Puis, les cellules envahissent la totalité de la substance grise : au stade E13,5 pour les cellules
GABA-ir, au stade E15,5 pour les cellules Gly-ir. Enfin, les immunoréactivités GABA et glycine sont
préférentiellement localisées dans la corne dorsale aux stades plus tardifs de développement. La
localisation finale des deux populations est différente : les cellules GABA-ir occupent les couches
dorsales les plus superficielles alors que les cellules Gly-ir sont localisées dans les couches dorsales
les plus profondes.
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excitatrice sur les réseaux neuronaux qui expriment alors des activités rythmiques synchrones,
au stade E15,5 (n = 3) ou les activités GABA/glycine sont mixtes (excitation et inhibition) et
ou apparaissent les premicres activités rythmiques évoquées alternées (Branchereau et al.,
2000a), et enfin au stade E17,5 (n = 4), les deux neurotransmetteurs €tant alors inhibiteurs et
les activités rythmiques de type locomoteur complétement alternées (Branchereau et al.,

2000a; Hanson and Landmesser, 2003; Myers et al., 2005).

Nos résultats montrent qu’au stade E13,5, les éléments immunoréactifs pour le GABA ou
la glycine sont localisés essentiellement dans la corne ventrale. Parmi les cellules marquées
pour le GABA ou la glycine, des cellules doublement marquées pour les deux
neurotransmetteurs peuvent étre détectées (comparer Fig. 33A1-A2 avec Fig. 33A3). Ces co-
localisations sont observées dans la partie ventro-latérale de la substance grise (Fig. 33A3,
B3). Dans cette région, trois types de cellules ont pu étre observées : des cellules Gly-ir (Fig.
33, tétes de fleéches), des cellules GABA-ir (Fig. 33, tétes de fleches ouvertes) et des cellules
mixtes GABA/glycine (Fig. 33, doubles fleches). De méme, un grand nombre de fibres
doublement marquées a été détecté sur la bordure externe de la zone marginale (Fig. 33B1-3,
fleches).

Au stade E15,5, la localisation des cellules doublement marquées est identique a celle
observée au stade E13,5 (comparer Fig. 34A1-A3 avec Fig. 33). En effet, les cellules mixtes
GABA/glycine sont localisées essentiellement dans la corne ventrale (Fig. 34A1-3, B1-3)
bien que les deux populations de cellules soient retrouvées dans la totalité de la substance
grise. Quelques rares cellules doublement marquées sont observées dans la corne dorsale (Fig.

34C1-3). Des fibres doublement marquées sont également décelées dans la zone marginale.

50



Stade E13.5

glycine GABA double marquage

Figure 33 : Co-localisations GABA/glycine au stade E13.5

Immunoréactivité glycine (A1), GABA (A2) et double marquage GABA/glycine (A3) sur une coupe
transversale de moelle épinic¢re brachiale. Dans la corne ventrale, trois populations de cellules peuvent
étre visualisées : des cellules Gly-ir (B1, B3, tétes de fléches), des cellules GABA-ir (B2, B3, tétes de
fleches ouvertes), des cellules mixtes GABA/glycine (B1-3, doubles fléches). Les co-localisations
GABA/glycine sont observées dans la substance grise ventro-latérale (A3, B3, doubles fleches).
Abréviations : c¢d : corne dorsale, cv : corne ventrale, zv : zone ventriculaire
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Figure 34 : Double marquage glycine (Al, B1, C1) et GABA (A2, B2, C2) au stade E15.5

Les co-localisations sont distribuées essentiellement dans la corne ventrale (A3, B1-3, doubles fléches)
bien que quelques rares cellules mixtes soient visualisées dans la corne dorsale (C1-3, double fléche).
Les tétes de fléeches désignent les somata Gly-ir (B1, B3) tandis que les tétes de fleches ouvertes
désignent les corps cellulaires GABA-ir (B2, B3). Coupes transversales niveau brachial.

Abréviations : cd : corne dorsale, cv : corne ventrale, Mn : motoneurones, zv : zone ventriculaire




Chapitrell

Comme aux stades précédents, des corps cellulaires doublement marqués GABA/glycine
sont détectés dans la substance grise ventrale (Fig. 35A-3, B1-3) au stade E17,5. Dans la
corne dorsale, de rares co-localisations sont observées (Fig. 35A1-3, C1-3), en effet ces
populations occupent des couches différentes dans la corne dorsale a ce stade de
développement : les cellules GABAergiques sont localisées dans les couches les plus
superficielles tandis que les cellules glycinergiques occupent les couches les plus profondes
de la corne dorsale (Fig. 35A1-3, voir aussi Figure 32). Des fibres doublement marquées ont

été également détectées dans la zone marginale.

Dans le but de mieux comprendre la dynamique d’évolution des co-localisations
GABA/glycine pendant la période embryonnaire ou les inhibitions intraspinales se mettent en
place, nous avons analysé la proportion de cellules GABA-ir, de cellules glycine-ir et de
cellules mixtes GABA/glycine dans la moelle ventrale (Figure 36). Cette analyse quantitative
a été¢ réalisée dans la corne ventrale uniquement avec comme objectif de comprendre
I’importance des co-localisations GABA/glycine dans la mise en place des activités
locomotrices générées par les réseaux neuronaux localisés dans la moelle épinic¢re ventrale.
Au stade E13,5, 345 cellules ont été analysées, 357 au stade E15,5 et 234 au stade E17,5. Nos
données montrent que la population glycinergique est toujours la population dominante
quelque soit le stade de développement analysé. En effet, les cellules Gly-ir correspondent a
environ 45% de I’ensemble des cellules marquées (41,7% a E13,5, 47,3 % a E15,5 et 50% a
E17,5) (voir barres rouges, Fig. 36). La population GABAergique est en revanche la plus
petite population (21,1% au stade E13,5, 16,3% a E15,5 et 20,5% a E17,5) (Fig. 36, barres
vertes). Enfin les cellules doublement marquées représentent environ un tiers de 1’ensemble
des cellules analysées (37,2% a E13,5, 36,4% a E15.5 et 29,5% a E17.5) (Fig. 36, barres

jaunes). Nous n’avons pas analysé le développement des co-localisations GABA/glycine au
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Figure 35 : Co-localisations GABA/glycine dans la substance grise ventrale au stade E17,5

Tétes de fleches (B1, B3, C1, C3) : corps cellulaires Gly-ir ; tétes de fleches ouvertes (B2, B3, C2,
C3): somata GABA-ir ; doubles fléches (B1-3, C1-3) : cellules mixtes GABA/glycine. Bien que la
localisation préférentielle des populations GABA et glycinergique soit dorsale, la majorité des corps
cellulaires immunoréactifs pour le GABA et la glycine est détectée dans la substance grise ventrale
(A3, B3, doubles fléches). Les co-localisations observées dans la corne dorsale sont rares, les deux
populations occupant des couches différentes (A3, C3, doubles fléches).

Abréviations : cd : corne dorsale, cv : corne ventrale, Mn : motoneurones, zv : zone ventriculaire




SIS

Sl

E17,5

Figure 36 : Distribution des populations GABA, glycine et mixtes dans la substance grise

pourcentage de cellules marquées

pourcentage de cellules marquées

pourcentage de cellules marquées

60

50

40

30

20

10

60

50

40

30

20

10

60

50

40

30

20

10

GABA glycine  mixte
GABA glycine  mixte
GABA glycine " mixte

ventrale au niveau brachial

Aux trois stades étudiés, la distribution des 3 groupes de cellules (GABA, glycine et mixtes) est
identique. La population de neurones Gly-ir est majoritaire et représente 40 a 50% des cellules
marquées. Le pourcentage de co-localisations n’évolue pas au cours du développement (entre 30 et

40% de cellules).
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Figure 37 : Représentation schématique de la dynamique de mise en place des populations

motoneuronales, GABAergiques et glycinergiques entre les stades E11.5 et PO dans la moelle

épiniére de souris

(A) Les motoneurones (en bleu) sont localisés dans la substance grise ventrale, le nombre de colonnes
motoneuronales augmente au cours du développement. Les populations GABAergique (en vert) et
glycinergique (en rouge) se mettent en place suivant un axe ventro-dorsal et présentent des co-
localisations (en jaune) constantes au cours de [’ontogenese. Schémas de coupes transversales au
niveau brachial. (B) La mise en place des populations GABAergique et glycinergique s’effectue
également selon un axe rostro-caudal. Pour chaque population, un pic de densité de cellules est détecté
au niveau brachial au stade E13,5 puis un pic décalé dans le temps est détecté au niveau lombaire : au
stade E15,5 pour la population GABA-ir et au stade E16,5 pour la population Gly-ir.
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niveau des fibres localisées dans la substance grise ventrale et la zone marginale ventrale.
Cette analyse fera 1’objet de travaux futurs car elle refléte les possibles co-libérations des
deux neurotransmetteurs et permet d’évaluer I’impact de ces libérations sur les réseaux de

neuronces.

E- DISCUSSION

Grace aux méthodes d’immunohistochimie et de microscopie confocale, ce chapitre a
permis de mettre en évidence la dynamique de mise en place des populations motoneuronales,
GABAergiques et glycinergiques entre les stades E11,5 et PO dans la moelle épinicre de
souris. Nos données montrent que, si la population de motoneurones reste localisée en
position ventrale (Fig. 37A, motoneurones en bleu), le nombre de colonnes motoneuronales
marquées évolue en fonction du stade de développement : on passe d’une colonne en position
ventro-médiane au stade E13,5, a trois colonnes au stade E17,5. Quant aux populations
GABA et glycinergiques, elles évoluent de fagon dynamique selon un axe ventro-dorsal. Les
premiéres cellules GABA et glycine sont détectées dans la moelle ventrale (Fig. 37A, voir
« E13,5 brachial ») mais les cellules GABAergiques apparaissent un jour plus tot que les
cellules glycinergiques (respectivement au stade E11,5 et E12,5, voir Fig. 37B). Puis les deux
populations envahissent progressivement toute la substance grise (Fig. 37A, voir « E15,5
brachial »). Enfin, aux stades tardifs de développement, elles sont préférentiellement
localisées dans la corne dorsale : les cellules GABAergiques occupant les couches dorsales
les plus superficielles, les cellules glycinergiques étant localisées dans les couches dorsales
les plus profondes (Fig. 37A, voir « E17,5 brachial »). De plus, les co-localisations entre ces
deux populations spinales dans la moelle ventrale restent stables au cours du développement

(Fig. 37A, co-localisations en jaune). Enfin, la mise en place des populations GABAergique
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et glycinergique s’effectue également suivant un axe rostro-caudal. Ainsi, dans la corne
ventrale, deux pics de densité¢ de cellules GABA-ir et gly-ir sont détectés : le premier est
observé au niveau brachial au stade E13,5 ; le second, au niveau lombaire est retardé dans le
temps (au stade E15,5 pour la population GABA-ir, au stade E16,5 pour les cellules Gly-ir)

(Fig. 37B).

1) Etude phylogénétique des systemes GABA- et glycinergigues

a) Mise en place du systéme GABAergique au cours de 1’ontogenese

L’étude de la mise en place du systtme GABAergique chez différentes espéces de
poissons a permis de mettre en évidence que le GABA est le premier neurotransmetteur
présent dans le systeme nerveux central (Ekstrom and Ohlin, 1995). En effet, les premicres
cellules GABAergiques sont détectées, par immunohistochimie grace a un anticorps anti-
GABA, trés précocement dans la moelle épiniére chez les téléostéens (51 heures apres
fertilisation, 1’éclosion ayant lieu 144 a 168 heures apres la fertilisation, Ekstrom and Ohlin,
1995) et chez la lamproie au stade pré-larvaire (Ruiz et al., 2004). L’enzyme de synthése du
GABA, la GAD (glutamate acide décarboxylase, présente sous deux isoformes, GAD65 et
GADG67) est également détectée trés tot au cours du développement dans la moelle épiniére
rostrale de la roussette grace a un anticorps dirigé contre la GAD (Sueiro et al., 2004) et chez
le poisson zebre par hybridation in situ (30 a 32 heures apres la fertilisation, Higashijima et
al., 2004). De plus, ces études chez les poissons montrent que le développement de la
population GABAergique spinale s’effectue selon un axe rostro-caudal, les cellules GABA-ir
envahissant progressivement les niveaux les plus caudaux (Ekstrom and Ohlin, 1995; Sueiro
et al., 2004), et que I’expression du GABA et de la GAD est transitoire au cours de

I’ontogenése (Higashijima et al., 2004).
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L’immunoréactivit¢ GAD/GABA a ¢également ¢ét¢ analysée chez les batraciens, une
différenciation précoce et transitoire du systéme GABAergique a été reportée chez le Xénope
(Barale et al., 1996). Les cellules GABAergiques émergent le long de la moelle épiniére juste
apres la fermeture du tube neural et forment deux colonnes de part et d’autre de la ligne
médiane. Ces colonnes dont la densité augmente au cours du développement sont homogenes
(Binor and Heathcote, 2001).

Une étude immunohistochimique s’est attachée au développement de I’immunoréactivité
GABA dans la moelle épini¢re lombo-sacrée de I’embryon de poulet (Antal et al., 1994). Les
premiéres cellules GABA-ir sont détectées précocement au stade E4 (la durée de la gestation
étant de 20 jours chez le poulet) en position ventrale. Puis, la densité de cellules marquées
augmente jusqu’au stade E8. A ce stade de développement, les cellules GABA-ir ont envahi
la corne dorsale. Enfin, le nombre de cellules marquées décline dans la corne ventrale aux
stades plus tardifs de développement. Chez le poulet, I’existence d’une migration ventro-
dorsale des cellules GABA-ir au cours du développement est ainsi évoquée. Une analyse
quantitative du nombre de cellules marquées dans la substance grise ventrale et dorsale a été
¢galement effectuée a deux niveaux lombo-sacrés différents. Cette analyse montre 1’existence
d’un délai rostro-caudal dans la mise en place de la population GABAergique ventrale : les
niveaux plus rostraux étant immunoréactifs pour le GABA avant les niveaux caudaux. En
revanche, dans la corne dorsale, le développement de la population de cellules GABAergiques
apparait synchrone.

Chez le rat, les premicres évidences de marquages GABA ont été détectées trés
précocement : les premicres fibres et cellules GABA-ir ont été observées respectivement aux
stades E12,5 et E13,5 dans la moelle épinicre brachiale par immunohistochimique (Ma et al.,
1992), de plus, le GABA a ¢été détecté des le stade E13 par analyse biochimique d’homogénat

de moelle (Schaffner et al., 1993). Les deux formes de la GAD sont également exprimées
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précocement au niveau des corps cellulaires en position ventro-médiane dans la moelle
épiniere (Tran et al., 2003), la GADG65 étant exprimée au stade E12, un jour plus tét que le
GABA et la GAD67 (Phelps et al., 1999). Puis, au cours du développement embryonnaire, la
mise en place de la population spinale GABAergique chez le rat se fait suivant un gradient
ventro-dorsal : la densité de cellules GABA-ir augmente dans les régions ventrales puis
diminue alors que le marquage s’étend dans la moelle dorsale aux stades plus tardifs de
développement (Ma et al., 1992). Comme chez le poisson zébre (Higashijima et al., 2004) et
le poulet (Antal et al., 1994), le GABA est exprimé de fagon transitoire dans la moelle
épiniére ventrale. De plus, un gradient rostro-caudal de mise en place de la population
GABAergique a été mis en évidence : il existe un délai de un jour dans I’apparition de
I’immunoréactivité GABA entre les régions cervicale et lombo-sacrée de la moelle épiniére
(Ma et al., 1992). Enfin, une inversion des gradients rostro-caudal et ventro-dorsal a été

observée au stade PO (Schaffner et al., 1993).

Ainsi, quelque soit la classe animale, un pic d’expression de la population GABAergique
spinale est observé au cours du développement. L’expression transitoire du GABA a
également ét¢ mise en évidence dans différentes structures du cerveau parmi lesquelles
I’hypothalamus chez le Xénope (Barale et al., 1996), le cortex chez la souris (Del Rio et al.,
1992), les axones du corps calleux chez le rat (Cobas et al., 1988). Quels peuvent alors étre
les mécanismes expliquant cette expression transitoire ?

Plusieurs hypothéses peuvent étre évoquées pour expliquer la progression ventro-dorsale
du marquage GABA et plus particulierement la « disparition » des cellules GABA de la
moelle ventrale au profit de la corne dorsale observée chez le poisson zeébre (Higashijima et
al., 2004), le poulet (Antal et al., 1994; Berki et al., 1995), le rat (Ma et al., 1992; Tran et al.,

2003) et la souris (présentes données). Cette expression « transitoire » du GABA pourrait étre
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liée 1) a un changement de phénotype des neurones GABA, 2) a une redistribution des
neurones suivant un axe ventro-dorsal, 3) a une translocation des protéines GAD du corps
cellulaire vers les terminaisons synaptiques et enfin 4) a un phénomeéne de mort cellulaire
programmee.

En ce qui concerne la premicre hypothése, une expression transitoire de la GAD, le
GABA étant synthétis¢ a partir du glutamate grace a la GAD, peut entrainer un changement
de phénotypique du neurone GABAergique a glutamatergique. Ce changement phénotypique
a été observé dans le gyrus dentelé ou les cellules granulées « glutamatergiques » peuvent
exprimer le phénotype GABA transitoirement, ceci selon des mécanismes activité dépendants
(Gutierrez et al., 2003). Comme la somme des cellules GABA et glycinergiques reste
constante au cours du développement chez le poulet (Berki et al., 1995), il a été également
proposé que les neurones ne pouvant plus synthétiser le GABA, pourraient acquérir une
nouvelle machinerie enzymatique leur permettant de produire la glycine. L’existence d’une
plasticit¢ phénotypique a également ét¢ démontrée pour d’autres neurotransmetteurs, par
exemple, les neurones sympathiques passent d’un phénotype noradrénergique a cholinergique
(Landis, 1990). Au cours du développement, les neurones GABAergiques pourraient
également étre redistribués le long de 1’axe ventro-dorsal (hypothése 2). En effet, il a été en
particulier montré que les interneurones GABAergiques corticaux , qui ne sont pas générés
dans le cortex mais dans le primordium pallidal (futur pallidum), migrent tangentiellement
jusqu’a leur destination corticale finale au cours du développement (Kriegstein, 2005). De
telles migrations dans la moelle épiniére pourraient alors expliquer la « disparition » des
cellules GABA-ir dans la corne ventrale. Cependant, d’autres études privilégient plutot
I’hypothese 3 selon laquelle les deux formes de GAD embryonnaires (GAD65 et GAD67)
seraient redistribuées au cours du développement et transloquées du corps cellulaire vers les

terminaisons (Tran et al., 2003). En effet, des études immunohistochimiques sur Ia
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localisation de la GAD sur des préparations adultes pré-traitées par la colchicine (inhibe le
transport axonal le long des microtubules, ce qui induit une accumulation des
neurotransmetteurs, des enzymes... dans le corps cellulaire du neurone) (Barber et al., 1982)
ainsi que des études in Situ chez le rat post-natal et I’adulte (Ma et al., 1994) ont montré que
les neurones marqués par la GAD ne disparaissaient pas chez 1’adulte. De plus, le blocage du
transport axonal permet de détecter les deux isoformes de la GAD dans les corps cellulaires a
des stades de développement ou elles n’étaient plus détectées (Phelps et al., 1999). Enfin, la
population de neurones GABAergiques pourrait diminuer suite a une mort cellulaire
programmée (hypothése 4). En effet, I’apoptose a lieu dans la population d’interneurones de
la substance grise spinale juste apres la naissance chez le rat (Lawson et al., 1997). L’étude de
la mort cellulaire programmée chez le poulet, le rat et la souris dans la population
motoneuronale a permis de mettre en évidence que la mort des cellules a lieu d’abord au
niveau cervical et en dernier aux niveaux sacrés. De plus, a un méme niveau donné, les
motoneurones en position médiane meurent avant ceux en position latérale (Yamamoto and
Henderson, 1999). L’existence de gradients dans ce phénoméne d’apoptose pourrait alors
expliquer les gradients de mise en place des populations GABAergiques et glycinergiques.

A T’heure actuelle, sur la préparation de moelle épiniére embryonnaire de souris, il est

difficile de favoriser une hypothése au profit d’une autre.

Au vue des résultats de ce chapitre, un autre probléme est soulevé : quelle est I’identité
cellulaire des cellules GABAergiques marquées dans la corne ventrale. En effet, chez le rat,
des auteurs affirment que les premiéres cellules GABA-ir détectées dans la région cervicale,
au stade E14, sont des motoneurones aux vues de leurs positions, leurs tailles et leurs
projections dans les racines ventrales (Ma et al., 1992). En revanche, des co-localisations de

glutamate et d’acétylcholine ont été visualisées dans les motoneurones précoces, chez
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I’embryon de Xénope de 1 jour (Fu et al., 1998). Les résultats de cette présente étude ne sont
pas en accord sur le fait que les cellules GABAergiques soient des motoneurones. En effet, les
cellules GABA-ir, détectées entre les stades E11,5 et E15,5 dans la corne ventrale, sont
localisées autour des colonnes motoneuronales et ne présentent pas de co-localisations avec
Islet-1/2, marqueur précoce de motoneurones (voir Fig. 23). Les neurones GABA-ir marqués
dans la moelle épiniére embryonnaire de souris ne sont donc pas des motoneurones. Ces
neurones GABA seraient plus probablement des interneurones. En effet, une population
d’interneurones GABAergiques a été¢ mise en évidence, dans la moelle épiniére embryonnaire
lombo-sacrée chez le poulet, dans la région située dorsolatéralement par rapport aux colonnes
motoneuronales (Wenner and MJ, 1999). Ces cellules seraient 1’équivalent des interneurones
de Renshaw chez les mammifgres, elles recoivent des afférences cholinergiques directes en
provenance des motoneurones et envoient des projections GABAergiques sur ces mémes
motoneurones et sur les autres interneurones de type Renshaw. Une autre population de
neurones, de type commissuraux, exprime ¢galement transitoirement le phénotype GABA au
cours du développement dans les régions ventro-médianes de la moelle épiniére. En effet,
chez le rat, la GADG65 est détectée dans ces neurones commissuraux des le stade E13 (Phelps

et al., 1999).

b) Mise en place du systéme glycinergique

Bien que la glycine joue un role crucial au cours du développement, la description
compléte de la maturation ontogénique de la population glycinergique n’a jamais été réalisée.
En effet, une description partielle de I’ontogenése du systéme glycinergique a été réalisé
seulement dans la moelle épiniére entiére du poisson zébre, par hybridation in Situ, ou les
auteurs ont étudié¢ I’expression du transporteur de la glycine GlyT2 (Higashijima et al., 2004)

dans la moelle épiniére lombo-sacrée chez I’embryon de poulet grice a des techniques
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d’immunohistochimie (Berki et al., 1995). Une population d’interneurones commissuraux
glycinergiques a ¢été également détectée au cours du développement chez ’embryon de

Xénope (Roberts et al., 1988).

Dans la moelle épiniere du poisson zebre, les cellules exprimant le transporteur de la
glycine GlyT2 ont été recherchées (Higashijima et al., 2004). Les premicres cellules qui
expriment GlyT2 sont détectées précocement dans la zone intermédiaire, 24 heures apres la
fertilisation, seulement dans les régions rostrales. Puis le nombre de cellules positives
augmente jusqu’au stade 30-32 heures (apres fertilisation), le profil d’expression s’étend aux
régions caudales. 4 a 5 jours apres la fertilisation, stades ou la larve présente une activité
locomotrice similaire a 1’adulte, la majorité des cellules exprimant GlyT2 est localisée dans
les parties dorsales de la moelle épiniére (Higashijima et al., 2004). Ainsi, ce mod¢le permet
de mettre en évidence I’existence d’un gradient rostro-caudal dans la mise en place de
I’expression embryonnaire du transporteur de la glycine.

Chez I’embryon de Xénope (Roberts et al., 1988), les premiers interneurones
commissuraux immunoréactifs pour la glycine sont détectés trés tot au cours du
développement au stade 22 dans le tronc cérébral (le stade 37/38 correspondant a 1’éclosion).
Puis le nombre de cellules glycinergiques augmente et la population s’étend vers la moelle
épiniére et ses niveaux les plus caudaux, ceci jusqu’a I’éclosion.

Dans la moelle épiniére embryonnaire de poulet (Berki et al., 1995), les premicres cellules
Gly-ir apparaissent tot au cours du développement, au stade ES (la durée de gestation étant de
20 jours) et présentent une densité plus importante dans la corne ventrale. Plus tard, le nombre
de corps cellulaires Gly-ir augmente fortement pour atteindre un maximum au stade E20 dans
la substance grise ventrale et dorsale.

La mise en place de la population glycinergique n’a pas été décrite chez le rat. En

revanche, Colin (Colin et al., 1998) s’est intéressé a la localisation des différents composants
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des synapses glycinergiques (récepteurs glycinerques (GlyR) / géphyrin : protéine d’ancrage
des récepteurs glycinergiques / boutons présynaptiques Gly-ir). Au niveau anatomique, tres
peu de données sont disponibles sur les modifications des sous-unités du récepteur glycine au
cours du développement (Legendre, 2001). Le développement des sous-unités al, a 2, a 3 et B
du GlyR a été décrit dans la moelle épiniére de rat par hybridation in Situ, entre les stades E14
et P20 (Malosio et al., 1991). Ces récepteurs apparaitraient de fagon simultanée le long de la
moelle épinicre, dans toute la substance grise, la sous-unité a2 étant prédominante aux stades
précoces de développement alors qu’au stade P20, les sous-unités al, o 2 et B seraient
distribuées dans toute la substance grise.

Chez la souris, un niveau important de glycine est détectée par chromatographie liquide
haute pression au stade E12,5 dans la moelle épiniére (Miranda-Contreras et al., 2002). Ces
résultats sont en accord avec la détection précoce (stade E12,5) de 'immunoréactivité glycine
dans les corps cellulaires de la moelle épiniére ventrale embryonnaire de souris (présentes
données). La mise en place de la population glycinergique chez la souris se fait également
selon un gradient rostro-caudal. Ce gradient est retrouvé chez le poisson zébre (Higashijima et
al., 2004) et le xénope (Roberts et al., 1988) mais les données ne permettent pas de conclure
sur I’existence d’un tel gradient chez le poulet (Berki et al., 1995). Un gradient ventro-dorsal
contrdle également la mise en place de la population glycinergique chez la souris, ce gradient
n’a pas été clairement mis en évidence chez le poulet (Berki et al., 1995) ni chez le poisson
zebre (Higashijima et al., 2004). Enfin, chez ces trois derniéres especes, la localisation finale
du marquage glycine est identique, les cellules étant localisées majoritairement dans la moelle

dorsale.
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2) Développement paralléle des populations spinales GABAergique et glycinergigue,

existence de co-localisations

Les populations spinales GABAergiques et glycinergiques se mettent en place de fagon
paralléle cependant, il existe des différences notables. En effet, les premieres cellules GABA-
ir sont détectées un jour avant les cellules glycinergiques. Ce délai dans 1’apparition de ces
deux populations de cellules a ét¢ également décrit chez le poulet (Berki et al., 1995) mais est
plus important (quatre jours). Cette différence temporelle pourrait étre expliquée grace aux
données recueillies par électrophysiologie. Il a été montré qu’aux stades les plus précoces de
développement, la transmission GABAergique est plus efficace que la transmission
glycinergique (Gao et al.,, 2001). Par contre, aux stades plus tardifs, la transmission
synaptique glycinergique devient la force dominante pour la génération des rythmes les plus
matures (Nakayama et al., 2002). Le passage d’une transmission GABAergique a
glycinergique a aussi été observé dans le systéme de 1’audition (Kotak et al., 1998) et dans de
nombreuses régions du systéme nerveux central dont la moelle épinic¢re (Branchereau et al.,
2002; Ganguly et al.,, 2001; Stein et al., 2004). En outre, la distribution de ces deux
populations de cellules est totalement différente aux stades les plus tardifs de développement,
dans la corne dorsale de la moelle épini¢re. En effet, dans la corne ventrale, les deux acides
aminés sont distribués dans les mémes couches correspondant aux futures couches VII a X.
Dans la corne dorsale, la localisation des neurones GABA et glycine est distincte. Comme
dans la moelle épiniére embryonnaire chez le poulet, la plupart des cellules GABAergiques
occupe la partie superficielle de la corne dorsale correspondant aux futures couches I et 11
tandis que les corps cellulaires Glycinergiques sont dans les couches plus profondes (futures
couches III a V). Ainsi, I’ensemble de ces données anatomiques sous-tend le fait que le
GABA et la glycine ont un role différent dans le traitement des informations spinales somato-

sensorielles dans le systéme nerveux mature.
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Dans la moelle épini¢re ventrale, les populations de cellules GABA et glycine étant
détectées dans les méme zones, des expériences de doubles marquages ont ¢té réalisées afin
d’étudier I’existence d’éventuelles co-localisations. Environ 30% des cellules
immunoréactives dans la moelle ventrale contiennent les deux neurotransmetteurs, ceci aux
trois stades étudiés (E13,5, E15,5 et E17,5). De telles co-localisations, dont le nombre reste
constant au cours du développement, ont également été¢ décrites chez le poulet (Berki et al.,
1995). D’un point de vue fonctionnel, la glycine accompagnée du GABA jouerait un role
trophique sur les événements secondaires de croissance axonale et formation des synapses
tandis que le GABA participe seul aux processus les plus précoces de développement. En
effet, le GABA potentialise la croissance des neurites (Spoerri, 1988) et la migration des
neuroblastes (Behar et al.,, 1994). Une étude anatomique a également montré que les
récepteurs GABA, et glycinergiques sont présents sur la membrane post-synaptique de
certaines synapses dans la moelle épiniére, en face des éléments pré-synaptiques contenant les
deux neurotransmetteurs (Todd, 1996). En outre, une co-expression du GABA et de la glycine
a été mentionnée dans les couches I a III de la moelle épiniere adulte chez le rat (Todd and
Sullivan, 1990), dans les terminaisons nerveuses des motoneurones spinaux chez le chat
(Ornung et al., 1994) et une co-localisation des récepteurs GABA et glycine a ét¢ décrite dans

la moelle épinicre de rat (Bohlhalter et al., 1994).
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CONTROLE DE LA MATURATION DU
PHENOTYPE GABA PAR LESVOIES
BULBO-SPINALES

SEROTONINERGIQUES
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L’¢tude de la dynamique de mise en place de la population spinale GABAergique (voir
chapitre précédant) a permis de montrer que cette population de neurones GABA se mettait en
place progressivement dans la moelle épini¢re selon un axe rostro-caudal. Dans de nombreux
systemes, chez les vertébrés mais aussi chez les invertébrés, il a ¢ét¢ démontré que la
maturation des réseaux de neurones était controlée par des systemes de voies modulatrices.
Par exemple, chez les invertébrés, les informations modulatrices en provenance du systéme
nerveux central répriment I’expression des réseaux adultes qui préexistent chez 1’embryon
tout en maintenant la population neuronale embryonnaire dans un état fonctionnel différent de
I’adulte (Le Feuvre et al., 1999). Chez les vertébrés, les voies modulatrices supraspinales
envahissent la moelle épiniére progressivement au cours du développement embryonnaire.
Ces voies descendantes peuvent activer et réguler les réseaux spinaux embryonnaires en
particulier les futurs réseaux locomoteurs. Les projections sérotoninergiques et
noradrénergiques, par exemple, ont été¢ décrites comme neuromodulatrices de ces réseaux
spinaux chez le nouveau-né (rat (Cazalets et al., 1992; Kiehn et al., 1999, pour revue voir
Vinay et al., 2002), poulet (Okado et al., 1992), amphibiens (Branchereau et al., 2000b; Sillar
et al., 1998)). Chez la souris, les voies descendantes qui envahissent la moelle épiniére le plus
précocement sont les voies sérotoninergiques bulbaires (Ballion et al., 2002). Le fait
remarquable est que leur arrivée dans la moelle épiniére coincide au moment ou
I’augmentation transitoire d’expression de GABA est observée. De plus, au niveau
physiologique, la suppression de I’innervation sérotoninergique accélére la mise en place des
inhibitions intraspinales GABAergiques dans la moelle épiniére embryonnaire de souris
(Branchereau et al., 2002; voir chapitre I). L’implication de ces voies descendantes
sérotoninergiques sur la mise en place de la population spinale GABAergique a donc été
envisagée. Afin d’aborder cette question, il est nécessaire de travailler sur une préparation ou

I’acces aux populations spinales est aisé et ou les voies descendantes supraspinales peuvent
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étre manipulées pour connaitre les conséquences de ces manipulations sur la mise en place
des populations spinales. Ce type d’expériences ne peut pas se faire sur une préparation aigué.
Il a ainsi ét¢é mis au point au laboratoire, une préparation de moelle épiniere entiére
embryonnaire maintenue en culture organotypique (Branchereau et al., 2002, papier princeps).
Ouverte selon 1’axe rostro-caudal, cette préparation permet d’avoir un acce€s direct aux
populations spinales ventrales a I’origine des futurs réseaux moteurs ; la section du bulbe
rachidien permet également de supprimer toutes les voies descendantes supraspinales et
I’utilisation d’agents pharmacologiques dans le milieu de culture va permettre de tester
chroniquement 1’effet de substances particuliéres. Sur cette préparation, il a été démontré que
les activités spontanées se mettaient en place de fagon similaire par rapport au développement
in utero. De plus, la maturation de la transmission excitatrice glutamatergique et de la
transmission inhibitrice GABA/glycine est observée en culture organotypique, le basculement
d’effet excitateur a inhibiteur du GABA et de la glycine est observé aprés deux jours de

culture.

A- MISE EN PLACE DESVOIES DESCENDANTES

SEROTONINERGIQUESEN CULTURE ORGANOTYPIQUE

Avant d’étudier le role des voies descendantes sérotoninergiques sur la mise en place de la
population spinale GABAergique, il est nécessaire de bien connaitre la mise en place de ces
voies 5-HT. In utero, la description de la maturation des voies 5-HT supraspinales a été
réalisée chez la souris (Ballion et al., 2002; voir Fig.38): au stade E11,5, les noyaux
sérotoninergiques du raphé sont détectés dans le bulbe rachidien. De plus aux niveaux
cervicaux les plus rostraux, des axones 5-HT sont visualisés dans la future substance blanche

(zone marginale) latérale et ventrale. Au stade E13,5, les axones marqués pour la 5-HT sont
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Figure 38 : Mise en place des voies descendantes sérotoninergiques dans la moelle épiniére
embryonnaire de souris

Pour chaque stade de développement, aux trois niveaux analysés (brachial, thoracique et lombaire),
une représentation schématique du marquage dans la moelle épinicre est représentée sur les panels de
gauche a partir d’images obtenues en caméra lucida. Reconstitution du marquage sur des
représentations schématiques de moelles épiniéres enti¢res sur les panels de droite. Les voies 5-HT
atteignent les niveaux brachiaux au stade E13,5, les niveaux lombaires au stade E15,5.

Abréviations : b: bulbe rachidien ; Br.: niveau brachial ; Cer. : niveau brachial ; Th. : Niveau
thoracique ; Lomb. : niveau lombaire

Modifiée d’aprés Ballion et col., 2002
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détectés dans la moelle épinieére brachiale, plus particulierement dans la zone marginale
ventro-latérale. L’ immunoréactivité 5-HT est également détectée dans la substance blanche au
niveau thoracique, les niveaux plus caudaux ne présentent pas de marquage. Au stade E15,5,
les fibres sérotoninergiques atteignent le niveau lombaire. Elles sont visualisées dans les
funiculi ventraux et latéraux de la substance blanche, et commencent également a envahir la
substance grise mais aucun marquage n’est observé dans la corne dorsale de la moelle
épinicre. Au stade PO, les fibres 5-HT ont envahi les deux cornes de la moelle épiniére, et sont
présentes dans la substance blanche et la substance grise.

Afin de pouvoir étudier le role physiologique de ces voies descendantes
sérotoninergiques, il est nécessaire de pouvoir les manipuler, ce qui est possible avec les
cultures organotypiques. Cependant, un des pré-requis est de savoir si ces voies descendantes
5-HT se mettent en place de fagon similaire in utero et en culture organotypique. Une étude
immunohistochimique a donc été réalisée dans des moelles épiniéres maintenues en culture
organotypique épinieére avec le bulbe rachidien pour essayer de rester au plus proche des
conditions de développement in utero. Les préparations maintenues a différents stades de
développement en culture J2n=4;J4n=6;J6 n=3 et J§ n =5) ont ensuite été traitées
avec un anticorps anti-5-HT et analysées au microscope confocal.

e Au stade de mise en culture (E11,5), les corps cellulaires des noyaux du raphé (B1,
B2, B3) ainsi que quelques projections trés rostrales (niveau cervical haut) présentent une
immunoréactivité 5-HT.

e Apres deux jours de culture (stade J2), les fibres issues des cellules sérotoninergiques
bulbaires présentent un marquage au niveau des segments cervicaux et brachiaux les plus
hauts de la moelle épinicre (Fig. 39A1-A5).

e Apres quatre jours (stade J4), ces fibres 5-HT sont localisées dans les niveaux
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Figure 39 : Maturation des voies descendantes 5-HT en culture organotypique (A) et expression
de la MAP1B-P dans les fibres sérotoninergiques (B)

(A) Immunoréactivité 5-HT dans la moelle épiniére maintenue en culture organotypique 2 a 8 jours
avec le bulbe rachidien. (A1-A4) Cellules 5-HT-ir des noyaux du raphé dans le bulbe rachidien (tétes
de fléches), ces cellules émettent des prolongements neuronaux au cours du développement en culture
(fleches). (AS) Au stade J2 (mise en culture au stade E11,5), les voies descendantes 5-HT sont
visualisées au niveau brachial (fleche). (A6-A10) Ces voies descendantes envahissent progressivement
la moelle épiniére pour atteindre le niveau lombaire autour des stades J6-J8 (A10) (n = 4 a chaque
stade).

(B) Double marquage 5-HT (en vert))MAP1B-P (en rouge). (B1,B3) Fibre localisée dans le bulbe
rachidien, co-localisation 5-HT/MAP1B-P (en jaune) dans 1’axone (fléches) et le cone de croissance
(fleches ouvertes). (B4-B6) Fibre localisée dans la moelle épiniére lombaire. L’axone (fléches) et le
cone de croissance a I’extrémité de la fibre (fleches ouvertes) présentent une co-localisation 5-
HT/MAPIB-P (en jaune). Les images présentées en B correspondent a une coupe confocale de 0,2um,
toutes les autres images sont des projections (voir Matériel et Méthodes). Barre de calibration : 20pum
en A, 10um en B.

Abréviations : b : bulbe rachidien ; Br : niveau brachial ; Lomb. : niveau lombaire.
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thoraciques les plus hauts (Fig. 39A6). Ces observations nous donnent une image statique du
phénomene. Afin de voir s’il existe une dynamique de croissance de ces fibres, un double
marquage 5-HT / microtubule-associated protein 1B-phosphorylée (MAP1B-P) a également
¢été réalisé a ce stade de développement en culture organotypique (n=6, Fig. 39B). La MAP1B
est une protéine présente dans les neurones dont les axones sont en cours d’extension. Elle
favorise la croissance axonale, cette fonction pouvant étre modulée par phosphorylation. La
MAPIB est présente de fagcon non homogene le long des axones en croissance, en
concentration supérieure dans la partie la plus distale des axones (cones de croissance) (Black
et al., 1994). La phosphorylation favorise I’accrochage de la MAPI1B aux microtubules,
I’isoforme phosphorylée de la MAP1B est ainsi majoritairement détectée dans la partie la plus
distale des axones. Les observations confocales des doubles marquages 5-HT/MAP1B-P
permettent de visualiser les fibres 5-HT-ir toujours associées au marquage MAP1B-P, aussi
bien dans le bulbe (Fig. 39B1-B3) que dans la moelle épiniére thoracique (au niveau
thoracique a J4) (Fig. 39B4-B6). De plus, des cones de croissance doublement marqués ont pu
étre observés aux extrémités de ces fibres. Ceci indique que les fibres 5-HT marquées sont des
fibres en cours de croissance, la maturation des voies descendantes se fait donc bien
progressivement le long de 1’axe rostro-caudal.

e Puis ces fibres 5-HT en croissance sont détectées dans toute la moelle thoraco-
lombaire au stade J6/J8, des cOnes de croissance sont visibles a 1’extrémité des fibres (Fig.
39A7, A9, Fig. 39A8, A10).

L’ensemble de ces données indique donc que les voies descendantes sérotoninergiques se
mettent en place de fagon comparable, selon un axe rostro-caudal, en culture organotypique et
in utero. Cependant en culture organotypique, la mise en place de ces voies semble plus lente.

En effet, les voies 5-HT sont présentent au niveau brachial au stade E13,5 in utero et au stade

67



Chapitre 11

J2/J4 en culture organotypique. Au niveau lombaire, les voies descendantes arrivent au stade

E15,5 in utero mais aprés 6/8 jours en culture organotypique.

B- LAMISE ENPLACE DE LA POPULATION GABAERGIQUE EST

SIMILAIRE INUTERO ET EN CULTURE ORGANOTIPIQUE

L’évolution de la population GABAergique a été analysée d’abord sur des préparations de
moelles épiniéres entiéres dont le développement s’est effectué in utero pour pouvoir ensuite
comparer a la maturation observée en culture organotypique. Par rapport aux coupes
transversales utilisées dans le chapitre précédant, la préparation de moelle épinicre
embryonnaire maintenue en culture organotypique permet d’avoir une vue globale directe sur
les populations de cellules de la moelle ventrale puisque les moelles épiniéres sont tout
simplement étalées et ouvertes le long du sillon dorsal ce qui permet I’acces direct a la face
ventrale (voir § Matériels et Méthodes). Etudes immunohistochimiques et analyses
quantitatives ont ainsi été réalisées sur des préparations de moelles épinic¢res enticres
prélevées aux stades de développement E11,5, E13,5, E15,5, E17,5 et PO et sur des
préparations maintenues en culture organotypique avec le bulbe rachidien pendant 2, 4, 6 et 8
jours a partir du stade E11,5 (n = 6 a chaque stade de développement in utero et en culture).
L’évolution de I’'immunoréactivit¢ GABA a ¢été analysée dans la substance grise ventrale aux

niveaux brachial et lombaire.

In utero, au niveau brachial, les premiéres cellules GABAergiques apparaissent au stade
E11,5 (tétes de fleches, Fig. 40A). Puis le nombre de corps cellulaires GABA-ir augmente
fortement au stade E13,5 (Fig. 40C, tétes de fléches), des prolongements sont également

marqués a ce stade de développement (Fig. 40C, fleche). Plus tard au cours de 1’ontogenése,

68



Préparation aiguée
| E13,5 | E15,5

3
2@
o

mmm brachial
1 lombaire

@
o

D
o

o
o

Densité de cellules GABA-ir (x1000) / mm
N
o

E11,5 E135 E155 E17,5 PO
stades de développement in utero

Culture organotypique

- 100 mmm brachial
£ * 1 lombaire
£
g 80 *

o
=
%60
<
2 *
o *
840
=
°
o
820
o
‘@

c
[
o 04
EM5  J2 Ja J6 J8
stades de développement en culture

Figure 40 : Comparaison de la mise en place de la population spinale GABAergique in utero (A-
G) et en culture organotypique (H-L)

(A, B) Au stade E11,5, quelques cellules GABA-ir sont détectées au niveau brachial (A) mais aucun
marquage n’est observé au niveau lombaire (B). (C, D) Au stade E13,5, de nombreuses cellules sont
détectées dans la moelle brachiale, quelques cellules sont révélées GABA-ir dans la moelle lombaire.
(E, F) Au stade E15,5, on observe un profil inverse avec un faible nombre de cellules au niveau
brachial (E) et une grande quantité au niveau lombaire (F). (G) L’analyse quantitative met en évidence
deux pics de densité (astérisques), I’'un au stade E13,5 au niveau brachial (histogramme noir), 1’autre
au stade E15,5 au niveau lombaire (histogramme gris) (*p<0,05 ; test de Dunn, comparaison avec
E11,5). Dans des moelles épiniéres maintenues en culture organotypique avec le bulbe rachidien a
partir du stade E11,5 (H, I), au stade J2, de nombreuses cellules GABA-ir sont présentes au niveau
brachial (J) tandis qu’un nombre plus faible de cellules GABA-ir est détecté au niveau lombaire (K).
(L, M) Apres 6 jours de culture, le nombre de cellules marquées diminue au niveau brachial et
augmente dans la moelle lombaire. (N) La quantification des cellules GABA-ir révéle un pic de
densité au stade J2 au niveau brachial et un pic a J6 au niveau lombaire (astérisques, *p<0,05 ; test de
Dunn, comparaison avec E11,5). n = 6 pour chaque stade de développement.

Abréviations : b : bulbe rachidien ; Br. : niveau brachial ; Lomb. : niveau lombaire ; cc : canal central.
Barre de calibration : 20pum.
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au stade E15,5, le nombre de corps cellulaires marqués diminue (Fig. 40E). Ces observations
ont ét¢ confirmées par une analyse quantitative (Fig. 40G, barres noires) : la densité¢ de
cellules marquées est trés basse au stade E11,5 (3,4 + 2,2 10° cellules/mm’), elle atteint un
maximum au stade E13,5 (47,9 3,9 10° cellules/mm3) (*p<0,05, test de Dunn, comparaison
avec E11,5), puis diminue au stade E15,5 (19,4 + 10,5 10° cellules'mm®) et reste basse
jusqu’au stade PO.

Au niveau lombaire, nous n’avons jamais détecté de marquage GABA au stade E11,5
(Fig. 40B), les premiceres cellules GABA-ir ayant été observées au stade E13,5 (Fig. 40D, téte
de fléche). Au stade E15,5, le nombre de corps cellulaires marqués augmente et de nombreux
prolongements sont immunoréactifs (Fig. 40F, fleches). La quantification de ces cellules
marquées aux différents stades de développement permet de vérifier 1) ’absence de marquage
au stade E11,5, 2) I’augmentation de la densité de cellules marquées au stade E13,5 (36,1 £ 9
10° cellules/'mm®) avec un maximum atteint au stade E15,5 (53,4 + 12,7 10’ cellules/mm®)
(*p<0,05, test de Dunn, comparaison avec E11,5) et 3) une diminution aux stades plus tardifs
de développement (E16,5-P0) (Fig. 40G).

Ces données montrent que, pendant le développement embryonnaire in utero, deux pics de
densité de cellules GABAergiques sont observés dans la substance grise ventrale : I’'un au
niveau brachial, ’autre au niveau lombaire. En outre, il existe un délai rostro-caudal dans
I’expression de ces pics, le premier étant détecté au niveau brachial puis aprés un délai de 2

jours au niveau lombaire.

En culture organotypique, au niveau brachial, le nombre de cellules GABA-ir est trés
important aprés deux jours de culture (Fig. 40J, téte de fleche) alors qu’au stade de mise en
culture (Fig. 40H), seules de rares cellules présentaient un marquage GABA. De nombreux

prolongements GABA-ir sont également détectés au stade J2 (Fig. 40J, fléche). Par contre au
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stade J6, le nombre de cellules marquées diminue fortement (Fig. 36L). L analyse quantitative
confirme ces résultats et indique quun pic de densité de cellules GABA-ir est atteint au stade
J2 (68,3 + 22,3 10° cellules/mm’ ; *p<0,05, test de Dunn, comparaison avec E11,5), puis la
densité de cellules marquées diminue au stade J4 (27,5 + 8,1 10° cellules/mm”) et reste basse
entre 6 et 8 jours de culture (Fig. 40N, barres noires).

Au niveau lombaire, aucune immunoréactivité GABA n’est détectée au stade de mise en
culture (Fig. 40I). Les premicres cellules GABA-ir sont observées au stade J2 (Fig. 40K), en
faible densité par rapport au niveau brachial. Au stade J6, de nombreuses cellules GABA-ir
sont visibles dans la substance grise ventrale (Fig. 40M). L’analyse quantitative confirme la
différence de densité observée entre le niveau brachial (68,3 10° cellules/mm’, Fig. 40N,
barres noires) et le niveau lombaire (19,8 + 6 10° cellules/mm’, Fig. 40N, barres grises) au
stade J2. Un maximum de densité de cellules GABA-ir est également atteint au stade J6 (63,8
+ 10,9 10° cellules/mm’; *p<0,05, test de Dunn, comparaison avec E11,5) puis le nombre de
cellules marquées diminue au stade J8 (38,8 + 10,3 10° cellules/mm°).

Ces derniéres données mettent donc en évidence 1’existence d’un pic de densité de cellules
GABA-ir au niveau brachial au stade J2, et d’un pic décalé dans le temps au niveau lombaire,
au stade J6. Il existe donc un délai rostro-caudal de 4 jours dans la mise en place de la
population GABAergique spinale en culture organotypique. La mise en place de la population
GABAergique est donc comparable in utero et en culture organotypique. Cependant, il est
important de noter qu’en culture organotypique, la maturation de la population de cellules
GABAergiques, comme la mise en place des voies descendantes sérotoninergiques observée

précédemment (voir chapitre 11, §A), est plus lente.
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C- ROLE DE LA SEROTONINESURLA MISEENPLACEDE LA

POPULATION GABAERGIQUE SPINALE

Les deux paragraphes précédents ont permis de montrer que la maturation de la
population de cellules GABAergiques spinales et celle des voies descendantes
sérotoninergiques sont comparables en culture organotypique et in utero. De plus, en culture
organotypique, les voies descendantes sérotoninergiques atteignent le niveaux brachial apres
2 jours de culture et le niveau lombaire aprés 6 a 8 jours. Enfin, 1’arrivée des voies
descendantes 5-HT dans la moelle épinicére est concomitante aux pics de densité de cellules
GABA-ir (au stade J2 au niveau brachial, J6 au niveau lombaire). Ainsi, dans le but de
comprendre le réle potentiel des voies 5-HT sur la mise en place de la population
GABAergique, nous avons manipulé D’expression de la sérotonine dans les cultures
organotypiques. Ceci a été effectué de trois facons différentes :

1) en supprimant toutes sources de 5-HT dans la moelle épiniére par section du bulbe
rachidien et ajout de pCPA (10uM, voir Matériels et Méthodes) dans le milieu de culture.
L’utilisation de pCPA, en plus de la section du bulbe rachidien, est indispensable pour
supprimer toutes les sources de 5-HT dans la moelle épinicre. En effet, lorsque 1’on sectionne
le bulbe rachidien pour supprimer les voies descendantes, au bout de 2 a 3 jours de culture,
des corps cellulaires immunoréactifs pour la 5-HT sont visualisés tout le long de la moelle
épiniére. Ces cellules présentent de nombreux prolongements neuritiques aprés 6 jours de
culture (Branchereau et al., 2002).

2) en permettant 1’expression de la sérotonine dans des cellules intraspinales apres ablation du
bulbe rachidien.

3) en ajoutant de la 5-HT (5uM) de fagcon exogene sur un systeme dépourvu de sérotonine

(sans bulbe rachidien et ajout de pCPA dans le milieu de culture).
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Une étude immunohistochimique de la population GABAergique spinale ventrale, puis une
analyse quantitative de ses variations ontogéniques ont été réalisées aux niveaux brachial et
lombaire dans les trois conditions de culture évoquées ci-dessus, sur des moelles épinieres
maintenues 2, 4, 6 et 8 jours en culture organotypique (n = 6 a chaque stade de

développement en culture).

1) Le délai_rostro-caudal dans I’expression _de la population GABAergigue est

dépendant dela 5-HT

Dans une premiére condition expérimentale (Fig. 41A), les projections 5-HT des noyaux
du raphé sont supprimées suite a une ablation compléte du bulbe rachidien, de plus, la
synthése de 5-HT dans les cellules intraspinales est bloquée par la pCPA (10uM). Ainsi,
toutes les sources de 5-HT sont supprimées dans ces préparations.

L’analyse immunohistochimique de la population GABAergique permet alors de
visualiser un nombre trés important de cellules et de prolongements GABAergiques au niveau
brachial au stade J2 (Fig. 41B). Aprés 6 jours de culture, le nombre de cellules GABA-ir
diminue (Fig. 41C). Un méme pattern d’immunoréactivit¢ GABA a été détecté au niveau
lombaire, en effet la population de cellules GABAergiques est répartie de facon uniforme
dans la substance grise de la moelle épiniere selon un axe longitudinal (données non
illustrées). L’analyse quantitative des cellules GABA-ir (Fig. 41D) met en évidence
I’existence d’un pic de densité¢ de cellules GABA-ir au niveau brachial au stade J4 (70,6 +
21,4 10° cellules/mm’; *p<0,05, test de Dunn, comparaison avec E11,5). Puis la densité de
cellules marquées diminue aux stades ultérieurs de développement a ce méme niveau (au
stade J8, 48,9 + 8,1 10° cellules/mm3). Au niveau lombaire, un pic de densité de cellules

GABA-ir est détecté entre les stades J2 et J4 (47 + 13,7 10° cellules/mm’ ; *p<0,05, test de
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Figure 41 : Ralentissement de la mise en place de la population spinale GABAergique en
présence de sérotonine

(A-D) Suppression de toutes sources de 5-HT dans la moelle épiniere par section du bulbe rachidien et
ajout de pCPA (B, C) Au niveau brachial, nombre trés important de cellules GABA-ir au stade J2,
faible quantité au stade J6. (D) L’analyse quantitative révéle une expression synchrone de
I’immunoréactivit¢ GABA entre les niveaux brachial et lombaire ainsi qu’un pic de densité au stade
J2 (astérisque). (E-H) Présence de 5-HT endogene dans des cellules intraspinales ectopiques
(Branchereau et col., 2002). (F, G) Au niveau brachial, faible nombre de cellules GABA-ir au stade J2,
nombre plus élevé au stade J6. (H) Le pic de densité est atteint au stade J6 aux deux niveaux observés.
(I-L) Présence de 5-HT exogéne. (J, K) Au niveau brachial, aucun marquage n’est observé au stade J2
tandis que de nombreuses cellules sont marquées au stade J6. (L) Le développement de la population
GABAergique est synchrone aux niveaux brachial et lombaire : pic unique de densité au stade J6.
(*p<0,05 test de Dunn, comparaison avec E11,5). Fleches : neurites GABA-ir ; tétes de fleches : corps
cellulaires GABAergiques. Les lignes pointillées délimitent la ligne médiane au niveau du canal
central. n = 6 pour chaque stade. Barre de calibration : 20um
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Dunn, comparaison avec E11,5), puis la densité de cellules marquées diminue aux stades J6 et
J8 (22,8 + 7 10° cellules/mm’ au stade J8).

En outre, lorsque I’on compare avec le développement de la population GABAergique sur
des moelles épinicres maintenues en culture organotypique avec le bulbe rachidien (Fig.
40N), au niveau lombaire, la densit¢ maximale de cellules GABAergiques est détectée plus
tot en absence de 5-HT (pic au stade J2-J4, Fig. 41D, histogramme gris) que lorsque les voies
descendantes sérotoninergiques sont conservées (pic au stade J6, Fig. 40N, histogramme
gris). En revanche, au niveau brachial, cette différence est moins prononcée : le pic de
cellules GABA-ir est observé au stade J4 en absence de 5-HT (Fig. 41L, histogramme noir),
au stade J2 en présence des voies descendantes 5-HT (Fig. 40N, histogramme noir).

Ainsi, en absence de sérotonine, le développement de la population GABAergique est
synchrone le long de la moelle épiniére : il n’existe plus de délai entre le pic de densité de
cellules GABA-ir observé au niveau brachial et le pic observé au niveau lombaire. Ces
résultats indiquent donc que la sérotonine, dont 1’effet est plus prononcé au niveau lombaire,
est nécessaire a I’établissement d’un délai rostro-caudal dans la mise en place de la

population de cellules GABAergiques dans la moelle épinicre.

2) La présence de 5-HT endogéne retarde I’expression synchrone de la population

GABAergigue spinale

Dans un second temps, afin de mieux comprendre le réle de la 5-HT, des moelles
épiniéres ont été cultivées sans bulbe rachidien pour empécher le développement des fibres
descendantes, dans un milieu controle sans pCPA afin de permettre le développement des
cellules 5-HT intraspinales (Fig. 41E). Dans ces conditions expérimentales (la sérotonine est
présente de fagon endogene), seules quelques cellules GABA-ir sont observées aux niveaux

brachial et lombaire aprés deux jours de culture (Fig. 41F, tétes de fléches, niveau brachial ; le
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niveau lombaire n’est pas illustré). Au stade J6, le nombre de cellules GABA-ir est beaucoup
plus important (Fig. 41G). L’analyse quantitative révele que la densité de cellules GABA-ir
est faible, au stade J2, au niveau brachial et au niveau lombaire ; cette densité augmente
progressivement pour atteindre un maximum au stade J6 aux deux niveaux observés (51,3 +
11 10° cellules/mm’ au niveau brachial et 472 + 9,6 10° cellules/mm?® au niveau lombaire)
(Fig. 41H, *p<0,05, test de Dunn, comparaison avec E11,5).

Ainsi, comme dans la configuration précédente, le délai rostro-caudal mis en évidence au
cours de la maturation de la population GABAergique sur des préparations maintenues en
culture avec le bulbe rachidien (Fig. 40N), n’est pas observé en absence des voies
descendantes (Fig. 41H). Les informations supraspinales sont donc nécessaires a
1’établissement d’un délai rostro-caudal dans la mise en place de la population de cellules
GABAergiques dans la moelle épiniére. En outre, le pic de densité de cellules GABA-ir est
atteint plus tardivement en présence de 5-HT ectopique (Fig. 41H, pic au stade J6) qu’en
absence de 5-HT dans la préparation (Fig. 41D, pic au stade J4). Ceci suggere que la

sérotonine endogeéne pourrait retarder 1’expression synchrone de la population GABAergique.

3) L’apport de 5-HT exogene provogue un retard plus important de mise en place de la

population GABAergique spinale

Sur des cultures organotypiques de moelle épinicre sans bulbe rachidien et en présence de
pCPA c'est-a-dire privées de toute 5-HT endogéne, la sérotonine (5-HT, SuM) a été appliquée
de fagon chronique. Dans cette troisiéme configuration, les préparations sont donc maintenues
en présence de 5-HT exogene (Fig. 411). Apres deux jours de culture, la moelle épiniére ne
présente pas d’immunoréactivité GABA ni au niveau brachial ni au niveau lombaire (Fig. 41J,
niveau brachial illustré). Cependant aprées 6 jours de culture, la population de cellules GABA-

ir est trés dense aux deux niveaux observés (Fig. 41K, niveau brachial). L’analyse quantitative
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des cellules GABA-ir montre qu’en présence de sérotonine exogene, la densité de cellules
immunoréactives pour le GABA est quasiment nulle au stade J2, aux deux niveaux observés ;
puis le nombre de cellules marquées évolue de facon similaire aux niveaux brachial et
lombaire. Un maximum de densité de cellules GABAergiques est atteint au stade J6 aux deux
niveaux ¢étudiés (59,8 + 5,29 10° cellules/mm’® au niveau brachial et 67,3 £ 17,7 10°

cellules/mm’

au niveau lombaire ; Fig. 41L; *p<0,05, test de Dunn, comparaison avec
E11,5).

Ainsi, en présence de 5-HT endogeéne, la mise en place de la population GABAergique est
ralentie (voir stade J2, Fig. 41L ; comparer avec le stade J2, Fig.41H) et le pic d’expression
du phénotype GABA est retardé (stade J6, Fig.41L) par rapport aux cultures dépourvues de

sérotonine (Fig. 41D). Ces résultats indiquent donc que la 5-HT exogéne retarde la mise en

place de la population GABAergique spinale.

Prises dans leur ensemble, ces trois séries d’expériences montrent que la sérotonine n’est
pas nécessaire a 1’expression des cellules GABAergiques. Le pic de densité¢ de cellules
GABA-ir est en effet observé méme en absence de 5-HT (Fig. 41D). En revanche, la
sérotonine contrdle le moment d’apparition du pic d’expression de la population de cellules
GABAergiques et a dans ce contexte, un role de frein. En outre, en absence des voies
descendantes, on observe, et ceci quelque soit les conditions expérimentales, une expression

synchrone du phénotype GABA le long de I’axe rostro-caudal de la moelle épinicre.
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D- ETUDE DESRECEPTEURSS5-HT IMPLIQUESDANSLA MISE EN

PLACE TARDIVE DE LA POPULATION GABAERGIQUE SPINALE

A T’heure actuelle, on distingue au moins 7 classes de récepteurs de la 5-HT (5-HT1 a 5-
HT7) dans le systéme nerveux central (Barnes and Sharp, 1999; Gaspar et al., 2003). Au sein
de la moelle épiniére, les différentes familles de récepteurs sont moins représentées (revue,
Schmidt and Jordan, 2000) : la famille des récepteurs 5-HT1 a été détectée majoritairement
dans la corne dorsale alors que les récepteurs 5-HT2 sont localisés plutét dans la corne
ventrale. Les récepteurs 5-HT3 sont présents dans les deux cornes de la moelle épiniére. Les
récepteurs 5-HTSA ont récemment ét¢ mis en évidence dans les deux couches les plus
superficielles de la corne dorsale chez le rat (Doly et al., 2004). Les récepteurs 5-HT7 seraient
¢galement capables d’activer les rythmes locomoteurs dans la moelle épiniére mais leurs
distributions et leurs fonctions ont peu été explorées. Enfin, au cours du développement, les
agonistes des récepteurs 5-HT1A, 1B, 2 et 3 entrainent une dépolarisation des motoneurones
de la moelle épiniére.

Dans cette présente étude, I’implication des récepteurs 5-HT1A, 1B, 2A, 2C, et 3 sur la
maturation de la population GABAergique spinale a été envisagée. En effet, ces récepteurs
sont présents dans la corne ventrale et/ou sont impliqués dans la modulation des réseaux

spinaux par la 5-HT (Verge and Calas, 2000).

Afin d’étudier quels récepteurs sont impliqués dans la régulation négative exercée par la
5-HT sur la population spinale GABAergique, 1’étude suivante a été réalisée uniquement au
stade de développement en culture ou ’effet de la sérotonine sur la population GABAergique
est le plus important. Ainsi, le stade J4 a été retenu, et seul le niveau brachial a été analysé. En

effet, a ce stade et a cet endroit, en absence de bulbe rachidien et en présence de pCPA, la
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densité de cellules GABA-ir est trés importante (70,6 + 21,4 10° cellules/'mm”®) (Fig. 41D et
voir Fig. 42B, barre noir « contrdle »). Par contre, I’apport exogene de 5-HT dans ces mémes
conditions expérimentales provoque une chute trés forte (64,6%) du nombre de cellules (25 +
3,5 10° cellules/'mm”®) (Fig. 41L et voir Fig. 42B, barre gris clair « 5-HT »). Cette différence
entre la densité de cellules GABA-ir en absence et présence de 5-HT mesure I’effet de la

sérotonine et va étre utilisée comme référence dans la suite de 1’étude.

1) Implication de la famille desrécepteurs5-HT1

Pour identifier le type de récepteur par lequel la sérotonine exerce son action, les
différents types de récepteurs 5-HT sélectionnés dans la moelle épiniére (Verge and Calas,
2000) ont été bloqués sélectivement grace a différents antagonistes (Fig. 42A). Chaque
antagoniste a été appliqué de facon chronique sur des moelles €piniéres maintenues en culture
organotypique 4 jours sans bulbe rachidien et en présence de pCPA (10uM) et de 5-HT
exogéne (SuM) (n = 6 pour chaque antagoniste). Puis une étude immunohistochimique
quantitative de la population de cellules GABAergiques a été réalisée au niveau brachial.
Ainsi, si un récepteur est impliqué mais bloqué par son antagoniste, la 5-HT n’exercera plus
son role de frein sur la population GABAergique, et une augmentation du nombre de cellules
GABA-ir devrait étre observée.

En ajoutant un antagoniste spécifique des récepteurs S-HT1A (WAY 100635) au milieu
de culture pCPA + 5-HT, une densité trés élevée de cellules GABAergiques est observée
(61,6 + 83 10° cellules/mm’, Fig. 42B, « +WAY »), cette densité est statistiquement
différente de celle observée en présence de pCPA et 5-HT (comparer barre grise claire «5-
HT » et barre grise foncée « +WAY » ; *p<0,05, test de Dunn, comparaison avec « 5-HT »).
De méme I’ajout d’un antagoniste des récepteurs 5-HT1B (SB 224289 hydrochloride)

entraine une augmentation du nombre de cellules marquées (56,5 + 9 10° cellules/mm”) par
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Figure 42 : Implication de la famille des récepteurs 5-HT; dans la régulation négative exercée
par la 5-HT sur la maturation de la population de cellules GABAergiques

(A) Tableau récapitulatif des antagonistes utilisés pour bloquer sélectivement les différents récepteurs
de la 5-HT présents dans la moelle épinicre. (B) Sur des cultures organotypiques maintenues pendant 4
jours sans bulbe rachidien et en présence de pCPA, la densité de cellules GABA-ir est quantifiée au
niveau brachial. En absence de 5-HT (pCPA, barre noire), la densité de cellules GABA-ir est tres
importante. L ajout de sérotonine au milieu de culture induit une diminution significative de densité de
cellules GABA-ir (barre gris clair « 5-HT »). En présence de ’antagoniste des récepteurs 5-HT
(WAY 100635 « WAY ») ou de I’antagoniste des récepteurs 5-HT ;g (SB224289 « SB ») dans un
milieu pCPA+5-HT, ’effet inhibiteur de la 5-HT n’est pas observé. En présence de I’antagoniste des
récepteurs 5S-HT2A/2C (kétanserine) ou des récepteurs 5-HT3 (3-TI-3-CM), I’effet inhibiteur de la 5-
HT sur la population GABAergique est maintenu. *p<0,05 (test de Dunn post hoc, comparaison avec
le pic « 5-HT » (gris clair). n = 6 pour chaque barre.
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rapport a la densité de cellules observée en présence de pCPA et de 5-HT (Fig. 42B, comparer
barre grise claire «5-HT » et barre grise foncée « +SB » ; *p<0,05, test de Dunn, comparaison
avec « 5-HT »). L’addition d’antagoniste des récepteurs 5-HT1A et 1B empéche donc la
sérotonine d’exercer son effet inhibiteur. En revanche, en présence de I’antagoniste des
récepteurs 5S-HT2A/2C (ketanserin tartrate salt) ou de 1’antagoniste des récepteurs 5-HT3 (3-
tropanyl-indole-3-carboxylate methiodide), le pic de densit¢ de cellules GABA-ir est tres
faible (respectivement 28,2 £+ 2,6 10° cellules/mm’ et 344 + 62 10° cellules/mm3) et
comparable au pic obtenu en présence de pCPA et 5-HT (Fig. 42B, comparer barres grise
foncée « +kétansérin », «+3-TI-3-CM » et barre grise claire « 5-HT »). Ainsi, ces deux
antagonistes ne préviennent pas 1’action inhibitrice de la sérotonine.

Cette série d’expériences pharmacologiques nous permet alors d’affirmer que la
sérotonine exerce une régulation négative sur la population GABAergique, au cours du
développement, via la famille des récepteurs 5-HT1. Les récepteurs 5-HT2 et 5-HT3 ne sont

pas impliqués.

2) Implication desrécepteurs 5-HT1B

Grace a la pharmacologie, I’implication de la famille des récepteurs 5-HT1 dans le
contrdle de la population GABAergique spinale a été démontrée. Pour tenter de différencier
les roles respectifs des récepteurs 5S-HT1A et 1B, 1’évolution de la population de cellules
GABAergiques a été étudiée sur des cultures de moelles épinieres sans bulbe rachidien de 4
jours, dans les mémes conditions expérimentales que précédemment (niveau brachial, milieu
pCPA / milieu pCPA+5-HT) mais en utilisant des embryons de souris « knock-out » (KO)
pour I'un ou l’autre de ces récepteurs (souris 1A-/- ou 1B-/-) (Fig. 43). Ces souris KO
provenant d’une autre souche que celle utilisée jusqu’ici (souche OF1), une série de contrdles

a été réalisée sur les souris sauvages 1A+/+ et 1B+/+.
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Figure 43 : Implication des récepteurs S-HT1B dans la mise en place de la population
GABAergique

Cultures organotypiques maintenues pendant 4 jours sans bulbe rachidien. Densité de cellules GABA-
ir quantifiée au niveau brachial. (A) Chez les souris sauvages 1A+/+, le role répressif de la 5-HT sur la
maturation de la population GABAergique est observé (**p<0,01, test t). Chez les souris 1A-/-,
I’apport de 5-HT exogene entraine une diminution du nombre de cellules GABA-ir. Le blocage des
récepteurs 5-HT1B, par I’antagoniste SB, empéche I’effet répressif de la 5-HT. Une analyse de
variance sur rangs a été réalisée pour comparer les 4 groupes de souris 1A-/- : **p<0,01, *p<0,05, ns :
non significatif (par rapport au pic « pCPA/5-HT »). (B) La 5-HT induit une diminution du nombre de
cellules GABA-ir chez les souris sauvage 1B+/+ (***p<0,001, test t). Chez les souris 1B-/-, la densité
de cellules GABA-ir est trés élevée en présence de 5-HT. Les antagonistes WAY et SB n’entrainent
pas de modifications significatives de la densité de cellules GABA-ir (ns : non significatif, analyse de
variance sur rang).
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Chez les souris 1A+/+, en absence de 5-HT, on observe un niveau trés élevé de cellules
GABAergiques au niveau brachial (62,5 + 5,8 10° cellules/'mm’, Fig. 43A, 1A+/+, « pCPAy,
n = 6). En revanche, 1’apport exogeéne de sérotonine provoque une chute spectaculaire du
nombre de cellules GABA-ir (24,1 + 6,9 10° cellules/mm’, Fig. 43A, 1A+/+, « pCPA+5-
HT », n = 6). Ainsi, chez les souris sauvages 1A+/+, le rdle répressif de la 5-HT sur la
maturation de la population GABAergique est également observé.

Chez les souris 1A-/- (absence de récepteurs 5-HT1A mais présence des autres
récepteurs), on observe, en absence de 5-HT (Fig. 43A, « pCPA »), un niveau trés élevé de
cellules GABA-ir (107,6 + 6,4 10° cellules/mm’, n = 6). L’apport exogéne de 5-HT (Fig. 43A,
« pCPA+5-HT ») diminue en revanche cette expression (34 + 6,4 10° cellules/'mm’, n = 6).
Ainsi, la sérotonine réprime I’expression de la population GABAergique chez ces souris. En
conclusion, I’effet de la sérotonine ne passerait donc pas via des récepteurs 5S-HT1A. De plus,
dans ces conditions expérimentales, une étude pharmacologique vient renforcer cette
observation. En effet, en présence de 1’antagoniste des récepteurs 5S-HT1A (n = 6), on observe
une densité de cellules GABA-ir trés faible comparable au pic obtenu sans antagoniste (Fig.
44A, comparer « pCPA/5-HT » et « pCPA/5-HT/WAY). Ce résultat permet de vérifier
indirectement 1’absence des récepteurs 5-HT1A sur les souris KO 1A-/-: I’antagoniste ne
modifie pas le pattern d’expression de la population GABAergique puisqu’il n’y a pas de
récepteurs. Par contre, le blocage des récepteurs 5-HT1B restaure la densité¢ de cellules
GABAergique 4 un niveau élevé (58,3 + 7.8 10° cellules/mm’, n = 6) (Fig. 43A, comparer
« pCPA/5-HT » et « pCPA/5-HT/SB). Ainsi, la sérotonine ne peut pas exercer son action
inhibitrice sur la population GABAergique. Les récepteurs 5-HT1B semblent donc médier
I’effet de la sérotonine. Pour vérifier cette hypothése, une souche de souris KO pour les

récepteurs 1B a été ensuite analysée.
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Chez les souris 1B+/+, le rdle répressif de la sérotonine sur la population de cellules
GABA-ir a d’abord ¢été vérifié (Fig. 43B, 1B+/+) : en effet, la densité de cellules GABA-ir est
trés ¢élevée en absence de 5-HT (88,0 + 12,4 10° cellules/mm’, n = 6) alors que I’apport
exogéne de 5-HT entraine une chute du nombre de cellules GABA-ir (22,9 + 7,4 10°
cellules'mm’, n = 6). Ainsi, chez les souris sauvages 1B+/+, la 5-HT exerce une régulation
négative sur la maturation de la population GABAergique.

Chez les souris KO pour les récepteurs 5S-HT1B (souris 1B-/-), dans les moelles épiniéres
maintenues en cultures organotypiques en absence de sérotonine, la population GABAergique
s’exprime pleinement, le pic de densité est trés élevé (75,0 + 11,5 10° cellules/mm’, n = 6).
Par contre, en présence de 5S-HT exogene dans le milieu, la densité de cellules GABA-ir reste
trés élevée (81,5 + 11,3 10° cellules/mm’, n = 6) et comparable au pic obtenu en absence de 5-
HT (Fig. 43B, comparer 1B-/- « pCPA » et « pCPA/5-HT »). Ainsi chez les souris 1B-/-,
I’effet inhibiteur de la 5-HT n’est pas observé. Les récepteurs 5-HT1B sont donc
indispensables pour que cet effet puisse avoir lieu. Comme précédemment, nous avons aussi
utilisé la pharmacologie sur des cultures organotypiques maintenues en présence de
sérotonine pour renforcer cette information. En présence de 1’antagoniste des récepteurs 5-
HT1A (Fig. 43B « pCPA/5-HT/WAY »), le pic de cellules GABAergiques demeure tres élevé
(65,0 + 12,7 10° cellules/mm’, n = 6). Le blocage de ces récepteurs n’entraine pas de
modifications, cela confirme que les récepteurs 5-HT1A ne sont pas impliqués. Enfin, en
présence de ’antagoniste des récepteurs 5-HT1B (Fig. 43B « pCPA/5-HT/SB ») (n = 6),
aucune différence significative n’est observée par rapport au témoin 2, ceci nous permettant
finalement de vérifier indirectement 1’absence de ces récepteurs sur les souris KO 1B-/-.

L’ensemble de ces résultats permet donc de conclure sur I’importance primordiale des
récepteurs 5S-HT1B par lesquels la sérotonine exerce une régulation négative sur la population

GABAergique.
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E- ROLE DES VOIES DESCENDANTES 5-HT SUR LA MATURATION

DE LA POPULATION GABAERGIQUE

Les résultats recueillis jusqu’ici permettent d’affirmer que la sérotonine en tant que
molécule contréle I’expression de la population GABAergique spinale en culture
organotypique. En revanche, ces données ne permettent pas de conclure sur I’implication des
voies descendantes 5-HT. Le but final de la présente étude étant de savoir si ces fibres
sérotoninergiques jouent un role clé dans la régulation de la mise en place de la population
GABAergique ou bien si d’autres mécanismes peuvent &tre aussi impliqués, une série
d’expériences a été réalisée sur des moelles épiniéres maintenues en culture avec le bulbe
rachidien et dans un milieu de culture contenant de la pCPA 10uM (Fig. 44A). De cette
manicre, seule la synthése de 5-HT est affectée et les voies descendantes en provenance du
bulbe rachidien ne sont pas éliminées. Dans cette configuration, la maturation de la
population GABAergique spinale a été analysée par immunohistochimie au niveau brachial et
lombaire, aprés 2, 4, 6 et 8 jours de culture (n = 6 a chaque stade). Au stade J2, un nombre
¢levé de cellules GABA-ir est observé au niveau brachial (Fig. 44B) ainsi qu’au niveau
lombaire (données non illustrées). Par contre, au stade J6, les cellules marquées sont
beaucoup moins nombreuses aux deux niveaux observés (niveau brachial, Fig. 44C ; niveau
lombaire non illustré). L’analyse quantitative (Fig. 44D) permet en plus de détecter un pic
unique de densité de cellules GABA-ir au stade J2, aux deux niveaux étudiés (au niveau
brachial : 65,9 + 17,5 10° cellules/mm’ et au niveau lombaire : 98,0 + 5,3 10° cellules/mm3),
puis la densité¢ de cellules GABA-ir diminue entre les stades J4 et J8 aux deux niveaux
observés. La maturation de la population GABAergique, dans les moelles épiniéres ou seules

les voies descendantes sérotoninergiques sont affectées, est donc comparable au pattern de
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Figure 44 : Expression plus précoce de la population spinale GABAergique en absence de 5-HT
(A) La moelle épiniere est maintenue en culture avec le bulbe rachidien dans un milieu contenant de la
pCPA afin d’empécher la synthése de 5-HT. (B) Aprés deux jours de culture, de nombreuses cellules
GABA-ir sont visualisées au niveau brachial. (C) Au stade J6, le nombre de cellules marquées a
fortement diminué a ce méme niveau. (D) La mise en place de la population de cellules GABA-ir ne
présente pas de délai rostro-caudal mais un pic unique de densité au stade J2 (premiers astérisques).
*p<0,05, test de Dunn, comparaison avec E11,5. Les neurites GABA-ir sont indiqués par des fleéches,
les corps cellulaires par des tétes de fleches. La ligne en pointillée indique la ligne médiane au centre
de la moelle épiniere. Barre de calibration : 20um.
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développement observé sur les cultures organotypiques maintenues sans bulbe rachidien et en

présence de pCPA c'est-a-dire en absence de 5-HT (comparer Fig. 44D et Fig.41D).

Ces résultats indiquent donc que : en absence de voies descendantes 5-HT (due au blocage
de sa synthese dans les noyaux du raphé), le développement de la population de cellules
GABAergiques se fait de fagon synchrone le long de la moelle épini¢re. En outre, le systéme
de voies descendantes sérotoninergiques semble seul responsable du délai rostro-caudal
existant dans la mise en place de la population GABAergique. En effet, lorsque 1’on conserve
les autres voies descendantes en provenance du bulbe rachidien, on ne rétablit pas cette
différence temporelle. Enfin, au niveau lombaire, si on compare la maturation des cellules
GABA-ir en présence (Fig. 40N) ou en absence des voies descendantes 5-HT (Fig. 44D), le
pic de densité de cellules GABAergiques est détecté plus tot lorsque ces voies sont
absentes (au stade J2, Fig. 44D, histogrammes gris), et plus tard lorsqu’elles sont
présentes (au stade J6, Fig. 40N, histogramme gris). Par contre, au niveau brachial, le pic de
densité de cellules GABA-ir est détecté au stade J2 indépendamment de la présence des fibres
descendantes 5-HT (Fig. 40N, histogrammes noirs et Fig. 44D, histogrammes noirs,

respectivement).

Ainsi, la mise en place de la population de cellules GABAergiques au niveau lombaire est
étroitement controlée par les voies descendantes sérotoninergiques. Cependant, il a été montré
que la sérotonine pouvait modifier 1’activité synaptique. Ainsi, la sérotonine agit selon un
mode excitateur sur les réseaux spinaux embryonnaire chez la souris et entraine une
augmentation de la production de potentiels d’action dans les réseaux moteurs (Branchereau
et al., 2000a). De la méme fagon, la sérotonine a un effet dépolarisant sur les motoneurones

spinaux particulierement entre les stades E12 et E18 chez le poulet (Muramoto et al., 1996).
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On peut alors se demander si les cellules sérotoninergiques exercent un effet direct sur la
population spinale GABAergique ou bien un effet indirect via des mécanismes activité
dépendants. Les conséquences 1) du blocage de la décharge des neurones et 2) de 1’élévation
du potentiel de membrane des cellules ont donc été évaluées sur des cultures de moelle
épinicre (Figure 45).

Dans un premier temps, des moelles épinicres sans bulbe rachidien ont ét¢ maintenues 4
jours en culture organotypique en absence de 5-HT (milieu pCPA, n=13) et en présence de 5-
HT exogene (milieu pCPA+5-HT, n=13). En absence de 5-HT, on observe un trés grand pic
de cellules GABA-ir (82,7 + 7,6 10° cellules/mm”) alors que ’apport de 5-HT fait chuter la
densité de cellules GABA-ir (36,5 + 4,2 10° cellules/mm’) (Fig.45, « contrdle »). Cette
différence mesure 1’effet répressif de la sérotonine (voir paragraphe D).

Dans un second temps, la tétrodotoxine (TTX, 1uM, bloquant des canaux sodiques
voltage-dépendants) a été ajoutée au milieu de culture. Dans ces conditions, en présence de
TTX, la densité de cellules GABAergiques est trés haute en absence de 5S-HT et comparable
au contrdle (78,8 + 4,34 10° cellules/mm’) (Fig. 45, pics oranges, comparer « contrdle »,
« TTX »). De plus, la présence de sérotonine exogéne induit toujours une diminution
spectaculaire de la densité de cellules marquées malgré la présence de TTX (19,1 + 7,6 10°
cellules/'mm”) (Fig. 45, pics jaunes, comparer « contrdle », « TTX »).

Enfin, en présence d’une forte concentration de potassium dans le milieu de culture (haut
K', 8mM, dépolarisant du potentie] de membrane des neurones), la densité¢ de cellules
GABA-ir est trés élevée en absence de 5-HT (68,7 + 9,3 10° cellules/mm’) et diminue
fortement en présence de 5-HT exogéne (38,8 + 3,1 10° cellules/mm’) (Fig. 45, comparer pic
orange et pic jaune « haut K+ »).

Dans chaque condition expérimentale (controle, TTX et haut K"), les analyses statistiques

démontrent que la différence observée en absence (pic orange) et présence (pic jaune) de 5-
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Figure 45 : Controdle non activité-dépendant de I’expression du phénotype GABA par la 5-HT
Moelles épinieres maintenues en culture organotypique sans bulbe rachidien pendant 4 jours. En
absence de 5-HT, un trés grand pic de cellules GABA-ir est observé alors que ’apport de 5-HT fait
chuter la densité de cellules GABA-ir (contréle). En présence de TTX (1uM) ou de 8mM de K, I’effet
inhibiteur de la 5-HT sur la population de cellules GABA-ir est maintenu. **p<0,01, analyse de
variance sur rang (Kruskal-Wallis).
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HT est significative (Fig. 45, **p<0,01, test de Kruskal-Wallis). De plus, si on compare les
trois séries d’expériences, les pics obtenus en absence de 5-HT (comparer pics oranges
«contrdle » / « TTX » /« Haut K+ ») ne présentent pas de différences significatives. En
présence de 5-HT (comparer les pics jaunes), les différences ne sont également pas
significatives.

Ainsi, lorsque 1’on modifie les activités spontanées dans la moelle épiniére, on n’empéche
pas la 5-HT d’exercer son effet inhibiteur sur la population GABAergique. Les mécanismes

mis en jeu ne semblent donc pas activités-dépendants.

F- DISCUSSION

Dans ce dernier chapitre, la série d’expériences réalisée a permis d’aborder le role du
systéme bulbo-spinal sérotoninergique dans le contréle de I’émergence de la population de
neurones GABAergiques spinaux. Les résultats obtenus sont :

(1) la maturation des corps cellulaires GABA-ir est identique in utero et en culture
organotypique, cette population émergeant suivant un gradient rostro-caudal et présentant
un pic d’expression au niveau brachial suivi d’un pic lombaire ;

(2) le moment d’apparition du pic d’expression au niveau lombaire est dépendant de Ila
présence des voies descendantes 5-HT ;

(3) les effets ontogénétiques de la 5-HT sur la population GABAergique sont activité-
indépendants ;

(4) la sérotonine exerce une régulation négative sur I’émergence du phénotype GABAergique

via les récepteurs 5-HT1B.
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1) Régulation négative dela 5-HT sur e phénotype GABA

Alors que nos travaux montrent un effet répressif de la sérotonine sur le phénotype
GABA, il a été démontré que chez 1’adulte, la sérotonine favorise I’émergence de ce méme
phénotype. En effet, aprés transsection de la moelle épinieére, une greffe de cellules
embryonnaires du raphé caudalement a la section, favorise 1’expression du phénotype GABA
(Dumoulin et al., 2000). Des résultats similaires ont été¢ obtenus en utilisant des précurseurs
sérotoninergiques immortalisés (Eaton et al., 1998). La différence d’action de la sérotonine
peut avoir plusieurs origines : cette substance exerce des effets différents sur les cellules
cibles soit en modulant les propriétés synaptiques et cellulaires, soit en jouant un role
trophique. De plus, ces effets sur les réseaux cibles changent en fonction du stade de
développement.

Concernant la modulation de D’activité des cellules cibles, la sérotonine exprime une
grande diversité d’action sur les réseaux moteurs spinaux au cours du développement. Chez
I’embryon de poulet, des enregistrements intracellulaires de motoneurones a partir de coupes
transversales de moelle épiniére, ont permis de montrer que la sérotonine a un effet
différentiel en fonction du stade de développement. Aux stades précoces de développement
(E12), la 5-HT induit une réponse globale dépolarisante dans 50% des motoneurones, dans
69% des motoneurones au stade E15, et dans 100% des motoneurones au stade E18
(Muramoto et al., 1996). Une ¢tude au niveau des récepteurs sérotoninergiques a permis de
différencier, chez le poulet, I’effet de la sérotonine en fonction des récepteurs impliqués.
Ainsi au stade E12, la sérotonine induit une hyperpolarisation rapide via les récepteurs 5-HT1
et une hyperpolarisation rapide couplée a une dépolarisation de faible amplitude via les
récepteurs 5-HT2. En revanche au stade E18, la sérotonine entraine une réponse dépolarisante
via ces deux derniers récepteurs (Hayashi et al., 1997). Chez les mammiféres, les résultats

obtenus chez le rat post-natal différent des données obtenues chez I’embryon de poulet : chez
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le rat, juste aprés la naissance (entre P3-P5), la sérotonine a une action dépolarisante sur les
motoneurones via les récepteurs S-HT1A. Alors que plus tard (entre P8-P16), I’activation des
récepteurs 5-HT1A induit une réponse hyperpolarisante alors que ’activation des récepteurs

5-HT?2 entraine une dépolarisation (Takahashi and Berger, 1990; Elliott and Wallis, 1992).

Outre la modulation des propriétés cellulaires, les voies 5-HT pourraient jouer un role
trophique dans la mise en place des réseaux cibles. Par exemple, 1’absence de 1’innervation
cathécholaminergique induit une diminution de 1’épaisseur du cortex et de l’arborisation
dendritique des cellules pyramidales (Whitaker-Azmitia, 1991). De fagon similaire, chez des
souris ou I’enzyme de dégradation des catécholamines (Maoa) n’est pas présente (taux de 5-
HT trés ¢€levé), les colonnes du cortex somato-sensoriel primaire ainsi que les connections
axonales dans le corps genouillé latéral du thalamus ne se développent pas correctement
(Alvarez et al., 2002; Gaspar et al., 2003). Il est intéressant de noter que chez des souris
dépourvues de Maoa et de récepteurs 5-HTIB, ces projections axonales peuvent se
développer normalement (Rebsam et al., 2002; Salichon et al., 2001).

L’importance de la 5-HT dans la mise en place des phénotypes cellulaires a également été
mise en évidence sur des cultures organotypiques de coupes de cortex cérébral de rat. Dans ce
cas, la 5-HT favorise la différenciation des neurones corticaux glutamatergiques sans affecter
la prolifération cellulaire alors que la noradrénaline et la dopamine, deux catécholamines
innervant aussi majoritairement le cortex, n’ont pas d’effets (Lavdas et al., 1997). Enfin, un
autre travail, réalisé sur des cultures de neurones de striatum de souris, a montré que la 5-HT

exerce un role positif sur I’expression de son propre phénotype (Zhou and Iacovitti, 2000).

2) Récepteurs sérotoninergigues impligués dans |’ expression du phénotype GABA

Les récepteurs 5-HT appartiennent a une trés grande famille et sont divisés en 7 classes

(Barnes and Sharp, 1999; Gaspar et al., 2003). Cette diversité de récepteurs est présente dans

86



Chapitre 11

tout le SNC des mammifeéres (Barnes and Sharp, 1999; Verge and Calas, 2000). Cependant, a
I’heure actuelle, au sein de la moelle épiniére, seulement un sous ensemble de cette famille
semble étre présent (Marlier et al., 1991). Dans la moelle épini¢re adulte, les récepteurs 5-
HT1 et 5-HT2 sont impliqués dans la modulation des réseaux moteurs (Beato and Nistri,
1998; Cazalets et al., 1992; Jackson and White, 1990), dans la modulation de I’excitabilité des
motoneurones (Takahashi and Berger, 1990; Wang and Dun, 1990) et dans la récupération
spinale (Antri et al., 2003; Norreel et al., 2003). Dans la moelle épiniére embryonnaire, il
n’existe que peu d’informations concernant la mise en place des récepteurs 5-HT. La plupart
des données portent sur des stades de développement post-natals (Talley et al., 1997). 1l en est
de méme pour d’autres structures centrales, ou il a été démontré une expression précoce des
récepteurs 5-HT1A et 5-HT1B uniquement aux stades post-natals (Bennett-Clarke et al.,
1993; Miquel et al., 1994; Pranzatelli and Galvan, 1994). D’autres récepteurs 5-HT ont été
également identifiés : récepteurs 5-HT2A, 2C (Volgin et al., 2003), et 5-HT3 (Bell et al.,
1992). Cependant, il semblerait que les récepteurs 5S-HT1A soient présents dans le systéme
nerveux embryonnaire. Ces récepteurs ont ét¢ mis en évidence dans des cultures de tronc
cérébral d’embryons de rat (Hillion et al., 1994). Plus récemment, il a ét¢é montré dans la
moelle épiniere embryonnaire de souris, I’existence de récepteurs 5S-HT1A dont la stimulation
réprime I’expression de cellules sérotoninergiques ectopiques intraspinales (Branchereau et
al., 2002). Le travail de cette thése démontre également 1’existence des récepteurs 5S-HT1B
impliqués dans le contréle négatif exercé par les voies descendantes 5-HT sur 1’expression
transitoire du phénotype GABA. L’ensemble de ces résultats suggére donc que les récepteurs
5-HT1A et 5-HT1B sont présents aux stades précoces de développement embryonnaire dans
la moelle épiniére de souris et qu’ils jouent un rdle primordial dans 1’¢laboration des
phénotypes neuronaux. Ainsi, la sérotonine exercerait un controle négatif sur la mise en place

embryonnaire des phénotypes neuronaux spinaux via la famille des récepteurs 5-HT1.
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3) Différence spatio-temporelle dans les effets de la 5-HT sur I’expression du

phénotype GABA

Nous avons montré I’existence d’un délai rostro-caudal dans I’apparition du pic de
cellules GABAergiques et ceci aussi bien in utero que in vitro. Ce délai rostro-caudal, entre
les niveaux brachial et lombaire, correspond au temps nécessaire pour que les voies
descendantes 5-HT atteignent les niveaux lombaires. Alors qu’au niveau brachial, les cellules
GABAergiques se développent avant I’innervation 5-HT ; au niveau lombaire, les cellules
GABA se mettent en place au moment ou les voies 5-HT arrivent a ce niveau. Il existerait
donc une régulation différente de 1I’expression du phénotype GABA au niveau brachial et au
niveau lombaire. Cette différence de régulation est illustrée sur la Figure 46. Sur des cultures
organotypiques, (1) en présence des voies 5-HT, I’apparition du pic au niveau lombaire est
décalée de plusieurs jours (4 jours) par rapport au pic brachial (comparer Fig. 46B et 46A).
(2) En I'absence totale de 5-HT, les deux niveaux spinaux analysés (brachial, lombaire)
expriment le méme comportement, le pic de cellules GABA lombaire apparait aprés 2 jours
en culture, et en méme temps que le pic brachial (comparer Fig. 46C et 46D). Il n’y a donc
plus de délai rostro-caudal. Au niveau brachial, il n’y a pas de modification d’expression des
cellules GABA en présence ou non des voies descendantes 5-HT (comparer Fig. 46A et 46C).
L’absence de ces voies n’a pas d’influence sur le pic brachial mais provoque une expression
prématurée du pic lombaire (comparer Fig. 46B et 46D). (3) En I’absence de 5-HT et apreés
ablation de toutes les voies descendantes, les deux populations GABAergiques s’expriment
de facon concomitante (comparer Fig. 46E et 46F) cependant, retardées de deux jours par
rapport au systéme sans 5-HT mais en présence des autres voies descendantes (comparer Fig.
46E et 46C et Fig. 46F et 46D). Ceci suggere un effet positif d’autres voies descendantes sur
le développement du phénotype GABA. Enfin, (4) en absence des voies descendantes

(ablation du bulbe) et en présence de 5-HT (apport exogene), les pics brachial et lombaire
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Figure 46 : Histogrammes illustrant les pics de cellules GABA-ir au niveau brachial (A, C. E, G) et lombaire
(B, D, F, H) dans les différentes conditions expérimentales utilisées
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apparaissent de fagon concomitante mais seulement aprés 6 jours en culture (Fig. 46G et
46H). Ceci démontre que la 5-HT, lorsqu’elle est présente avant toute expression de GABA, a
un effet répressif aussi bien pour les populations brachiales que lombaires. De plus, ces
travaux suggerent que d’autres voies descendantes pourraient par contre accélérer les
processus de maturation. Parmi ces voies, les fibres noradrénergiques qui envahissent
également la moelle épini¢re tot au cours du développement (Commissiong, 1983; Lakke,
1997) sont potentiellement candidates. Cependant, étant donné qu’elles sont moins précoces
que les voies sérotoninergiques (Ballion et al., 2002; Rajaofetra et al., 1989), I’hypothése de
leur implication est peu probable. Les voies peptidergiques, GABAergiques et
glutamatergiques qui présentent souvent des co-localisations avec la 5-HT (Hokfelt et al.,
2000; Senba et al., 1982), pourraient aussi &tre impliquées.

Nous montrons ¢galement que 1’expression du phénotype GABA au niveau brachial est
indépendante de ’arrivée des voies 5-HT et qu’en absence de voies bulbo-spinales, il existe
toujours un pic d’expression des cellules GABA intra-spinales. Ceci suggere que I’expression
du phénotype GABA est auto-régulée. Des travaux montrant que le GABA peut avoir un role
trophique et peut promouvoir son propre phénotype supportent cette hypothése (Lauder et al.,

1998).
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Le travail réalisé au cours de cette thése de Doctorat, avait pour but d’étudier la mise en
place des populations spinales « inhibitrices » dans la moelle épiniére embryonnaire de souris
et de déterminer le role des voies descendantes bulbo-spinales sérotoninergiques sur la mise
en place de ces populations. Les principaux résultats ont été¢ discutés dans les précédents
chapitres. Dans cette conclusion générale, aprés avoir résumé nos principales données
expérimentales, nous focaliserons notre attention sur deux aspects abordés de manicre trés
préliminaire au cours de ce travail a savoir (1) le role de ’activité €lectrique dans la mise en
place des phénotypes et (2) I’'importance des retours sensoriels dans la maturation des réseaux

spinaux.

Les connaissances acquises au sein de 1’équipe, incluant les travaux de cette thése, sont
présentées de manicre schématique dans la Figure 47. On peut ainsi remarquer que 1’évolution
des activités rythmiques spontanées, générées au sein de la moelle épinicre, présente des
variations importantes au cours du développement avec un pic d’activité au stade E14,5. A ce
méme stade, les activités électriques évoquées commencent a se désynchroniser suggérant la
mise en place d’inhibitions au sein des réseaux spinaux. C’est également a ce stade que les
systémes neurochimiques subissent le plus de modifications ontogénétiques. Nos travaux
montrent que les populations GABA et glycine s’expriment aux alentours de ce stade E14,5
avec un pic d’expression présentant un délai rostro-caudal entre les niveaux brachial et
lombaire. Le décalage temporel du pic d’expression au niveau lombaire correspond a la mise
en place des voies descendantes 5-HT. L’utilisation de cultures organotypiques a permis de
démontrer le role des voies descendantes dans le controle de I’expression du phénotype

GABA et I’existence du délai rostro-caudal.
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Figure 47 : Tableau r écapitulatif de la mise en place des activités rythmiques, des systéme:
GABA, glycine et sérotoniner gique dans la moelle épiniére embryonnaire de souris et réle
des voies descendantes 5-HT sur la mise en place de la population spinale GABAer gique.
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Role des activités électriqgues sur la mise en place des phénotypes neuronaux

L’acquisition des phénotypes neurochimiques est essentielle dans la mise en place des
réseaux neuronaux. Peu de données sont disponibles concernant le role de I’activité électrique
dans la mise en place de ces phénotypes. Le travail le plus remarquable, réalisé sur la moelle
épini¢re de Xenopus laevis, montre que les phénotypes de neurotransmetteurs excitateurs et
inhibiteurs sont régulés de maniére homéostatique : 1’augmentation de 1’activité électrique par
surexpression de canaux sodiques entraine une augmentation des phénotypes inhibiteurs
(GABA/glycine) et une diminution des phénotypes excitateurs (glutamate/acétylcholine) alors
que la diminution de I’activité électrique induit des changements opposés (Borodinsky et al.,
2004). L’action répressive des voies 5-HT sur I’expression du phénotype GABA pourrait
donc étre liée a un mécanisme activité-dépendant. On sait que la 5-HT est capable
d’augmenter 1’excitabilité des neurones aux stades embryonnaires (Branchereau et al., 2000a),
cet effet excitateur perdurant pendant la période néonatale (Elliott and Wallis, 1992;
Takahashi and Berger, 1990). Aussi, l’arrivée des voies bulbo-spinales 5-HT est
vraisemblablement liée a une augmentation de 1’activité électrique générée par les réseaux
neuronaux. Selon Borodinski et collaborateurs (2004), cette augmentation d’activité
¢lectrique devrait induire 1’augmentation de phénotypes inhibiteurs. Nos données, montrant
que les voies descendantes 5-HT répriment le phénotype GABA, semblent donc
contradictoires sauf si ’on considére que le GABA est encore excitateur au moment ou
arrivent les afférences 5-HT.

Dans le but de vérifier si la 5-HT contréle le phénotype GABA via un mécanisme activité-
dépendant, nous avons, dans nos cultures de moelle épinicre, soit diminué 1’activité électrique
en bloquant la genése des potentiels d’action (sous TTX), soit augmenté cette activité en
élevant la concentration des ions K dans le milieu extracellulaire. Nos données, bien que

préliminaires, ne semblent pas favoriser 1’hypothése d’un mécanisme activité-dépendant
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puisque aucune de ces deux manipulations (TTX, haut K") n’a empéché la 5-HT d’exercer

son action répressive sur I’expression du phénotype GABA.

Role des informations sensorielles sur la mise en place des réseaux spinaux

Le rdle instructif des informations sensorielles dans le développement des réseaux
neuronaux est clairement démontré dans le cerveau. Ainsi, dans le systeme visuel, les
interactions entre activités spontanées et activités sensorielles sont indispensables pour un
développement normal des connexions entre les axones des cellules ganglionnaires de la
rétine et les cellules cibles du corps genouillé latéral (pour revue voir Penn and Shatz, 1999).
Dans ce systéme rétino-thalamique, 1’absence d’informations sensorielles visuelles pendant le
développement (fermeture de la paupiére) n’empéche pas la formation des connexions mais
prévient la ségrégation de ces connexions. Dans le cortex somato-sensoriel S1, des données
suggerent que les interactions entre les retours sensoriels (suite au mouvement) et les activités
spontanées du cortex S1 favorisent la mise en place des connections sensorielles et sont
essentielles a la coordination sensori-motrice (Khazipov et al., 2004). Le role des retours
sensoriels dans le développement des circuits neuronaux générateurs de rythmes tels la moelle
épiniére reste encore peu connu. Des travaux basés sur 1’utilisation d’une drosophile mutante
(mutation « senseless ») chez qui la majorité des neurones sensoriels est manquante, montrent
qu’un développement en absence d’afférences sensorielles ne perturbe pas la genése des
mouvements méme si I’exécution de certains mouvements complexes est affectée (Suster and
Bate, 2002). Dans la moelle épini¢re de mammiféres, de nombreuses études ont montré que la
production d’activités €lectriques rythmiques par la moelle épiniére en 1’absence de muscles,
i.e. en I’absence de retours sensoriels est largement possible (locomotion fictive) (pour revue
voir Clarac et al., 2004; Kiehn and Kullander, 2004; Whelan, 2003). Une étude réalisée chez

le poulet indique que le blocage chronique in ovo des retours sensoriels ne semble pas affecter
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le développement des réseaux générateurs de rythme (Landmesser and Szente, 1986).
Cependant, le role précis de ces retours sensoriels dans I’ontogenese des circuits spinaux
incluant les CPGs reste a démontrer. Notre préparation de culture organotypique de moelle
épiniere embryonnaire entiére est un outil qui pourra permettre d’analyser le role du
développement des systémes sensoriels sur la mise en place des réseaux spinaux. La
préparation que 1’on utilise actuellement est dépourvue de retours sensoriels puisque la moelle
épiniére est mise en culture au stade E11,5, stade auquel aucune voie sensorielle ne s’est
développée (voir Koo and Pfaff, 2002). 11 a été démontré que les activités spontanées se
développent d’une maniére comparable dans la préparation organotypique et in utero
(Branchereau et al., 2002). Cependant, les CPGs locomoteurs n’ont pas encore pu étre mis en
évidence. Ceci peut résulter du fait qu’aucun retour sensoriel n’est présent. Aussi, dans le
futur, nous envisageons de mettre en culture des moelles épiniéres en présence de muscles
fléchisseurs et/ou extenseurs. On sait que des connexions sensorielles entre muscles et moelle
épinicre sont possibles in vitro. En effet, des ¢tudes chez I’embryon de rat ont déja permis de
démontrer I’existence de connections en culture organotypique entre tranches de moelle
épiniére / ganglions rachidien dorsaux (DRG) / muscle squelettiques (Spenger et al., 1991).
Des cultures organotypiques de segments spinaux d’embryons de poulet, maintenus avec leurs
DRGs, ont également clairement démontré le développement in vitro de fibres Ia et de fibres
cutanées (Sharma and Frank, 1998). Ainsi, des cultures de moelle entiére avec présence de
fibres sensorielles seront essentielles a la compréhension du réle de ces voies dans
I’établissement des CPGs intraspinaux.

Les résultats de la présente étude montrent que les populations GABA et glycine se
mettent en place selon un gradient rostro-caudal (délai entre le pic d’expression brachial et pic
lombaire). De plus, nous démontrons que ce sont les voies descendantes 5-HT qui sont

responsables de ce délai, tout au moins pour la population GABA. On peut s’interroger sur
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I’importance fonctionnelle d’un tel délai rostro-caudal. Aux vues des données montrant que le
GABA joue un rdle trophique (Lauder et al., 1998), on peut penser que le pic de GABA est
corrélé a un réle instructif dans la mise en place des connexions sensorielles au sein de la
moelle épiniére. En effet, ces connexions sensorielles s’établissent au moment ou le pic
d’expression du GABA est détecté : entre E13,5 et E15,5 pour les fibres Ia chez la souris
(Koo et Pfaff, 2002). Etant donné que les membres antérieurs présentent une maturation plus
précoce que les membres postérieurs (Kaufman, 1992), il est probable que les arrivées
sensorielles soient aussi décalées dans le temps entre les segments brachial et lombaire. Les
voies descendantes 5-HT permettraient donc au GABA d’étre pleinement exprimé (pic
d’expression) seulement au moment ou les afférences sensorielles envahissent la moelle

épiniere.
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Contrdle du développement embryonnaire des systemes spinaux
GABA/glycinergiques par lesvoies bulbo-spinales chez la souris: importance dela
modulation sérotoninergique

Résume:

Au cours de I’ontogenése, ’acquisition des phénotypes de neurotransmetteurs est une
étape indispensable a I’élaboration de réseaux neuronaux fonctionnels. Aussi, comprendre les
mécanismes qui contrdlent cette acquisition revét une grande importance. En combinant des
techniques de culture organotypique de moelle épiniére embryonnaire de souris, des
approches immunohistochimique et pharmacologique ainsi que la microscopie confocale,
nous avons, dans un premier temps, décrit la mise en place ontogénétique des systémes
GABAergiques et glycinergiques dans la moelle épinicre de souris. Puis, nous avons étudié le
role des voies descendantes sérotoninergiques dans la maturation du systéme GABAergique.

Nos résultats montrent que :

1) la dynamique d’évolution des populations spinales GABA et glycine est similaire et
s’effectue selon un axe ventro-dorsal et rostro-caudal. Cependant, I’apparition des premieres
cellules GABAergiques est plus précoce.

2) les voies sérotoninergiques retardent I’expression embryonnaire du phénotype
GABA. En effet, en absence de sérotonine, la population de cellules GABA se met en place
plus tot. Par contre, en présence de 5-HT, cette maturation est retardée.

3) la 5-HT exerce cette action répressive sur le développement de la population GABA
via les récepteurs 5S-HT 1B et par des mécanismes non activité-dépendants.

Motsclefs: ontogenese, GABA, glycine, 5-HT, voies descendantes, culture organotypique,
moelle épiniere, immunohistochimie, souris KO

The embryonic development of the spinal GABA and glycinergic systemsis
controlled by bulbo-spinal pathways: implication of serotoninergic modulation

Summary:

During the ontogeny, the acquisition of neurotransmitters phenotype is a fundamental step
for the elaboration of functional neuronal networks. Then, understanding the mechanisms
underlying this acquisition provides important new knowledge. Using organotypic cultures of
mouse embryonic spinal cord, immunohistochemistry, pharmacology and confocal
microscopy, we have first described the ontogenic maturation of GABA and glycinergic
systems in the mouse spinal cord. Then, we have studied the role of serotoninergic descending
inputs in the maturation of the GABAergic system. Our data show that:

1) the spinal GABA and glycinergic populations follow a similar dynamic of evolution.
However, the GABAergic cells appear one day earlier than glycinergic neurons.

2) 5-HT down regulates the GABA phenotype expression. Indeed, without 5-HT, the
GABAergic cells population matures earlier. By contrast, in the presence of 5-HT, this
maturation is delayed.

3) 5-HT exerts its repressive action on the GABAergic population through 5-HT1B
receptors via mechanisms not activity-dependant.

Keywords. ontogenesis, GABA, glycine, 5-HT, descending inputs, organotypic culture,
spinal cord, immunohistochemistry, KO mice
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