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RESUME

Le néocortex controle les activités conscientes ainsi que les relations avec les
événements extérieurs de l'environnement. Il est de ce fait impliqué dans des
processus sensori-moteurs, cognitifs et émotionnels complexes. Les neurones
néocorticaux sont divisés en deux grandes classes: les neurones pyramidaux
excitateurs qui constituent les efférences du néocortex, et les interneurones, pour
la plupart inhibiteurs, qui modulent l'activité corticale au niveau des circuits
locaux. Les interneurones sont minoritaires dans le néocortex, néanmoins ils sont
tres hétérogenes du point de vue de leurs propriétés électrophysiologiques,
moléculaires et morphologiques. Cette grande diversité a mené a la
caractérisation de populations d’interneurones distinctes sur la base de leurs
propriétés intrinséques. Cependant, les fonctions spécifiques et les modes
d’action de ces populations cellulaires dans la physiologie du néocortex ne sont
que partiellement élucidés. Ce travail avait pour objectif 1'étude des propriétés
fonctionnelles d"une population d’interneurones GABAergiques du néocortex. La
combinaison des techniques d’électrophysiologie, de biologie moléculaire et
d’histochimie nous a permis de montrer que les interneurones sensibles aux
agonistes nicotiniques, qui expriment le peptide vasoactif intestinal et la
cholecystokinine, peuvent étre activés de manieére synaptique par les fibres
sérotoninergiques afférentes originaires des noyaux du raphé, via le récepteur a
la sérotonine de type 3. La mise en évidence de l'expression sélective du
récepteur opioide de type p et de la préproenképhaline dans cette population
neuronale nous a conduit a démontrer par la suite I'existence d’une boucle
d’autorégulation enképhalinergique, spécifique de ces interneurones. Ainsi,
l'identification de mécanismes controlant sélectivement la mise en jeu d'une
population neuronale restreinte dans l'activité du réseau néocortical nous a

permis de mieux cerner la place qu’elle occupe dans la physiologie du néocortex.
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I. PRESENTATION DU SUJET

Le néocortex est le centre principal d'intégration des processus sensorimoteurs,
émotionnels et cognitifs. Les aires corticales et les systémes de neurotransmission
mis en jeu dans ces processus sont de mieux en mieux connus grace aux progres
de l'imagerie fonctionnelle et aux études neurochimiques comportementales.
Cependant les populations neuronales spécifiquement impliquées dans les
fonctions corticales, ainsi que leur mode d’activation, restent largement inconnus
du fait de la grande hétérogénéité du tissu cérébral. Mon travail de thése avait
pour objectif de contribuer a l'exploration fonctionnelle du néocortex par la
compréhension des mécanismes de mise en jeu de populations neuronales

spécifiques au sein du réseau cortical.

Le néocortex comprend deux grandes populations de neurones: les cellules
pyramidales, glutamatergiques excitatrices, qui constituent les principales
efférences du néocortex, et les interneurones, pour la plupart GABAergiques
inhibiteurs, impliqués dans la modulation des signaux au niveau des circuits
locaux. Bien que minoritaires dans le néocortex, les interneurones jouent un role
central en intégrant des signaux multiples et en synchronisant les populations
neuronales. Ces cellules présentent une trés grande hétérogénéité du point de
vue de leurs propriétés morphologiques, biochimiques et électrophysiologiques.
Cette diversité a donné lieu a plusieurs classifications visant a identifier des
populations d’interneurones pertinentes du point de vue fonctionnel. Cependant,
la restriction des critéres de classification, généralement due a des limitations
techniques, rend difficile la comparaison des classes neuronales ainsi définies, et
constitue un obstacle a la caractérisation précise des différentes populations
d’interneurones du néocortex. La combinaison des techniques de patch-clamp, de
RT-PCR sur cellule unique et de marquages histochimiques, mise au point au
laboratoire, a permis d’établir une classification basée sur des parametres
multiples, définissant ainsi des populations d’interneurones caractérisés a la fois
par leurs propriétés électrophysiologiques, moléculaires et morphologiques.
Cependant, le role fonctionnel de ces classes d’interneurones dans la physiologie
du néocortex reste a établir. Les travaux que j'ai effectués dans le cadre de mon
doctorat, ont contribué a montrer que parmi les interneurones, ceux qui
expriment le peptide vasoactif intestinal (vasoactive intestinal peptide ou VIP) et la
cholecystokinine (CCK) constituent une unité fonctionnelle distincte au sein du
réseau cortical, en vertu de connections et de voies de neurotransmission
spécifiques. Des études préalablement menées au laboratoire ont montré que ces

interneurones VIP/CCK constituent une population homogene du point de vue
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de leurs caractéristiques morphologiques, neurochimiques et électrophysio-
logiques intrinseques. Ces interneurones ont la propriété d’étre sélectivement

activés par les agonistes nicotiniques, via des récepteurs somato-dendritiques.

Au cours de mon doctorat, jai tout d’abord montré que les interneurones
VIP/CCK peuvent étre sélectivement activés par les fibres sérotoninergiques
afférentes originaires des noyaux du raphé. En effet, la stimulation électrique de
ces fibres entraine une réponse excitatrice rapide, de type synaptique, dans les
interneurones VIP/CCK, via le récepteur de la sérotonine de type 3. Ces
résultats, qui ont fait I'objet d’une publication, ont permis de mettre en évidence
le role des interneurones VIP/CCK dans la modulation de I’activité néocorticale
par le systéme sérotoninergique afférent. J'ai démontré par la suite I'existence
d’une boucle d’autorégulation enképhalinergique spécifique des interneurones
VIP/CCK, preuve d'un lien cellulaire direct entre le systeme nicotinique et le
systeme opioidergique endogene au sein du néocortex. En effet, 1'excitation
sélective des interneurones VIP/CCK par des agonistes nicotiniques entraine
l'activation de récepteurs opioides de type p, via la libération d’enképhalines
endogenes. Ces résultats, qui font 1'objet d’une seconde publication, montrent
comment les effets centraux de la nicotine peuvent étre relayés par le systeme
opioide endogene au niveau cellulaire, ce qui apporte des données essentielles a
la compréhension des mécanismes responsables de la dépendance a la nicotine.
Les données obtenues au cours de ce travail de thése indiquent que les
interneurones VIP/CCK constituent une population neuronale homogene du
point de vue fonctionnel. L'identification de mécanismes responsables de la mise
en jeu de ces interneurones dans le réseau néocortical nous a permis de mieux

cerner la place qu’ils occupent dans la physiologie du néocortex.
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II. INTRODUCTION

Cette these a pour sujet la caractérisation des propriétés fonctionnelles d'une
population restreinte d’interneurones GABAergiques inhibiteurs dans le
néocortex de rat. Elle apporte en effet des données démontrant que des
interneurones qui partagent des caractéristiques morphologiques, moléculaires et
électrophysiologiques, occupent une fonction particuliere dans la modulation de
I'activité du néocortex par les systemes cholinergiques, sérotoninergiques et

opioidergiques.

Afin de situer le sujet de cette these, j'ai choisi d’effectuer tout d’abord une
description rapide des propriétés anatomiques du néocortex (chapitre 1), et de
donner un apercu des principaux types cellulaires qui constituent cette structure
(chapitre 2). Parce que la grande diversité des interneurones GABAergiques est
un probleme central dans 1'étude de leurs roles fonctionnels, le chapitre 3 y est
consacré. Enfin, le chapitre 4 présente un apercu des connaissances actuelles
concernant la modulation de I'activité du réseau néocortical par les systémes

cholinergiques, sérotoninergiques et opioidergiques.

1. ANATOMIE DU NEOCORTEX.

Le néocortex est considéré comme le sommet hiérarchique du systéme nerveux. Il
est impliqué dans des processus cognitifs aussi complexes que la reconnaissance

des formes, le langage, ou le contrdle volontaire du mouvement.

Originaire du télencéphale, il constitue la partie la plus superficielle des
hémispheéres cérébraux. C'est la structure cérébrale la plus récemment acquise au
cours de I'évolution (pour revue, voir Bear et al., 1997). Le néocortex apparait en
effet avec les mammiferes: d’aspect lisse chez les mammiferes primitifs (ou
lissencéphales), il présente de nombreuses circonvolutions chez les mammiferes

supérieurs (ou gyrencéphales, Figure 1).
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Figure 1 : Le néocortex, une structure propre aux mammiferes.

Les cerveaux de différentes espéces de mammiferes, a la méme échelle a
gauche, et agrandis sans étre a I’échelle a droite. Le néocortex, situé a
la surface des hémispheres cérébraux est lisse chez les mammiféres
primitifs tels que le rat. Au cours de I'évolution, le néocortex a pris

une ampleur considérable, adoptant ainsi un aspect plissé.

Au début du vingtiéme siécle, sur la base de différences cytoarchitecturales, le
neuroanatomiste allemand Korbinian Brodmann (1909) a subdivisé le néocortex
humain en 52 aires corticales, regroupées en aires motrices, sensorielles et
associatives (Figure 2). Il émit ’hypothése selon laquelle chaque aire corticale est
impliquée dans une fonction particuliere. Cette hypothése fut vérifiée a de
nombreuses reprises, notamment grace aux techniques d’imagerie fonctionnelle
telles que la tomographie par émission de positrons (TEP) ou l'imagerie par
résonance magnétique (IRM) qui permettent d’observer les variations de flux

sanguin cérébral (pour revue, voir Kandel, 1991a).

11
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Figure 2 : Les aires de Brodmann.

Korbininan Brodmann a divisé le néocortex humain en 52 aires
différenciées  par  leurs  propriétés  cytoarchitecturales et
fonctionnellement distinctes. Chaque aire est représentée par un
symbole. A : Vue latérale, B : vue médiane. D’aprés Brodmann, 1909.

D’une maniére générale, chez les mammiferes gyrencéphales, le néocortex est
divisé en quatre lobes anatomiquement délimités par des scissures et des sillons.
Le lobe frontal, formant la partie la plus antérieure du cerveau comprend
notamment l'aire motrice principale, responsable de la genése des mouvements
volontaires. Le lobe temporal inclut 'aire auditive principale. Le lobe pariétal
contient l'aire somesthésique principale. Enfin, le lobe occipital, qui forme la

partie la plus postérieure du cerveau, est impliqué dans la vision.

Certaines de ces aires ont leur équivalent chez les mammiferes plus primitifs : a
titre d’exemple, aux aires motrices et somesthésiques de I’homme, correspond

l'aire sensorimotrice du rat (Figure 3).

12
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Figure 3 : Aires sensorielles et motrices chez I'’homme et le rat.

Les régions entre les aires sensorielles et motrices occupent une
surface plus importante chez I'homme que chez le rat, et constituent

des aires sensorielles secondaires et associatives.

Le néocortex est constitué de deux formations superposées : la substance grise
située a la surface du cerveau, et la substance blanche délimitée par la substance
grise, les ventricules et le striatum. La substance grise comporte un grand
nombre de corps cellulaires. La substance blanche est, quant a elle,
essentiellement formée de fibres nerveuses myélinisées. Par la suite, nous nous

intéresserons principalement a la substance grise du néocortex.

Du point de vue histologique, la structure de la substance grise est laminaire, elle
composée de six couches distinctes disposées parallelement a la surface du
néocortex (pour revue, voir Jones, 1984a). Ces couches ont été mises en évidence
grace a des techniques de marquage telles que la coloration de la myéline
(méthode de Weigert), I'imprégnation a l'argent de Golgi ou la coloration de
Nissl. Elles se distinguent par la taille et la densité des corps cellulaires qui s’y
trouvent (Figure 4). L’épaisseur de chaque couche peut varier entre les différentes
aires corticales. On notera pour exemple que la couche IV va jusqu’a disparaitre
au niveau du cortex moteur, alors que la couche V y est particulierement

développée.

La couche I, la plus superficielle, également appelée couche moléculaire ou
couche plexiforme, est principalement constituée de fibres nerveuses. On y
trouve toutefois les corps cellulaires de quelques neurones. Les couches II et III
contiennent de nombreux corps cellulaires, plus petits dans la couche II que dans
la couche III. Ces deux couches sont également appelées, respectivement, couche
granulaire externe et couche pyramidale externe. La couche granulaire interne,

ou couche IV, contient une forte densité de cellules a 1'aspect étoilé et épineux

13
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(cellules en grain). La couche V (couche ganglionnaire ou couche pyramidale
interne) contient les grandes cellules pyramidales du néocortex. Enfin, la couche

VI ou polymorphe, contient des cellules de formes irréguliéres.

v "
v A
Vi

Coloration de Colaratir,;ln de Coloration de

la myéline Niss Golgi

Figure 4 : Les différentes couches du néocortex.

La méme aire corticale a été colorée par trois méthodes différentes. La
coloration de la myéline qui permet de visualiser les axones. La
coloration de Nissl marque les corps cellulaires. La coloration de Golgi
marque les neurones dans leur intégralité. Les différentes couches
corticales sont déterminées par des densités cellulaires et des tailles
cellulaires différentes.

D’un point de vue plus fonctionnel, on divise le néocortex en trois couches, la
couche supragranulaire qui contient les couches I, 1II, et III, la couche granulaire

(couche IV), et la couche infragranulaire contenant les couches V et VL

Outre cette structure laminaire, le néocortex est également organisé en colonnes
matérialisées par 1'organisation verticale des éléments corticaux (pour revue, voir
Mountcastle, 1997). Ces colonnes s’étendent sur toute l'épaisseur du cortex et
présentent un diametre de 300 a 500 pum. Ces unités morphologiques
correspondent en outre a des unités fonctionnelles. Vernon B. Mountcastle (1957)
a montré, par des enregistrements effectués dans le néocortex de chat in vivo, que

les cellules répondant a la stimulation d'une méme classe de récepteurs

sensoriels, ainsi que celles répondant a la stimulation d’une méme région de la

14
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peau, sont organisées en modules élémentaires sous forme de colonnes. Cette
organisation en colonne se retrouve notamment dans le cortex visuel et auditif de
nombreuses espéces. Suivant les especes et les zones corticales considérées, la
forme des colonnes corticales peut varier, mais cette organisation reste un

principe général au niveau du néocortex.

15
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2. LES CONSTITUANTS CELLULAIRES DU NEOCORTEX.

Dans le néocortex, on rencontre deux grands types de cellules : les cellules gliales

(ou glies) et les cellules nerveuses (ou neurones).

2.1. LES CELLULES GLIALES.

Les cellules gliales constituent le type cellulaire le plus abondant du systeme

nerveux puisqu'on estime qu'il y a entre 10 et 50 fois plus de glies que de

neurones (Kandel, 1991b). Ces cellules tiennent leur nom du grec Glia signifiant

"colle". Bien que les cellules gliales n'apparaissent pas comme primordiales au

traitement de l'information, elles occupent des fonctions essentielles dans la

physiologie du systeme nerveux. Parmi ces fonctions on peut citer :

- un role de soutien mécanique des cellules nerveuses,

- un role d'isolation électrique des axones,

- un role d'homéostasie du potassium,

-un role dans la transmission synaptique en facilitant 1'élimination des
neurotransmetteurs de la fente synaptique,

- un role dans le maintien de 1'intégrité de la barriére hémato-encéphalique,

- un role métabolique.

La liste des roles énoncés ci-dessus n’est pas exhaustive et la fonction des cellules

gliales est encore mal connue.

Les glies se subdivisent en deux grands types : les microglies et les macroglies.
Les microglies sont des phagocytes recrutés lors de lésions ou de maladies, elles
ont donc une fonction tres spécifique dans la physiologie du systéme nerveux. Il
existe deux grands types de macroglies dans le néocortex : les oligodendrocytes

et les astrocytes (pour revue, voir Vaughan, 1984).

Les oligodendrocytes sont de petites cellules qui présentent de nombreux
prolongements. Elles entourent les axones d'une gaine de myéline et assurent
ainsi une isolation électrique permettant une conduction trés rapide de l'influx
nerveux. On trouve les oligodendrocytes dans la substance blanche et dans la

substance grise du néocortex.

Les astrocytes tiennent leur nom de leur morphologie généralement étoilée. Ces
cellules présentent des pieds astrocytaires au niveau des vaisseaux sanguins et
des neurones, elles jouent un role dans la régulation du métabolisme neuronal.
Ces cellules sont également impliquées dans le controle de la barriére hémato-

encéphalique. Les astrocytes qui entourent les zones synaptiques sont impliqués
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dans la recapture de certains neurotransmetteurs libérés dans la fente synaptique
par les neurones. On peut citer également le role que jouent les astrocytes dans la

recapture du potassium s’accumulant lors d'une activité neuronale soutenue.

2.2. LES NEURONES.

L’étude des neurones néocorticaux a débuté au XIXeme siecle avec les premieéres
techniques de marquages histochimiques. Dés lors, 'extraordinaire diversité des
cellules nerveuses qui peuplent cette structure a donné lieu a des études
systématiques, visant a classifier ces neurones sur la base de leurs propriétés
morphologiques. Ainsi Santiago Ramén y Cajal (1911) a dressé un véritable
catalogue des neurones néocorticaux grace a la méthode de coloration argentique
mise au point par Camillo de Golgi (1873). A la fin du XXeme siecle, le
développement des techniques d’immunocytochimie et d’hybridation in situ, a
mené les anatomistes a classifier les neurones du néocortex sur la base de
I'expression de marqueurs biochimiques spécifiques (pour revue voir DeFelipe,
1993). Enfin, il est apparu, dés les premieres études d’enregistrements
intracellulaires in vivo, que les neurones néocorticaux ne possedent pas tous les
mémes propriétés électrophysiologiques (Takahashi, 1965; Calvin & Sypert, 1976).
La mise au point de la technique de patch-clamp sur des tranches de cerveau
maintenues en survie (Edwards et al., 1989; Stuart et al., 1993), a partir des travaux
d’Erwin Neher et Bert Sakmann (1976), a permis 1'étude systématique des
comportements de décharge de potentiels d’action de ces neurones, et a donné

lieu & de nouvelles classifications.

Les neurones néocorticaux sont classiquement divisés en deux grandes
populations : les cellules pyramidales et les cellules non pyramidales, a axone

court, encore regroupées sous le terme d’interneurones.

2.2.1. LES CELLULES PYRAMIDALES.

Les cellules pyramidales représentent 70 a 85 % des neurones néocorticaux. Ce
sont des neurones excitateurs qui utilisent le glutamate comme
neurotransmetteur (Baughman & Gilbert, 1981). Les cellules pyramidales (Figure 5)
se distinguent facilement des autres types cellulaires par la forme triangulaire de
leur soma, leur dendrite apicale proéminente qui s’étend verticalement vers la
surface du néocortex, et leurs dendrites basales qui émergent latéralement de la

base du corps cellulaire.
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Toutes les dendrites des cellules pyramidales sont couvertes d’épines. La
dendrite apicale s'étend généralement jusque dans la couche moléculaire ot elle
se ramifie abondamment pour former un bouquet terminal. Plusieurs dendrites
basales émergent du soma et se ramifient rapidement. Leur arborisation est plus
ou moins importante suivant les couches corticales (pour revue, voir Feldman, 1984;
DeFelipe & Faririas, 1992).

7

Figure 5 : Les cellules pyramidales du néocortex.

Cellules pyramidales des couches IV, V et VI de la circonvolution
temporale d’'un enfant de 25 jours. Coloration de Golgi, d’apres
Ramon y Cajal, 1911.

L'axone des cellules pyramidales émerge généralement de la base du corps
cellulaire ou d'une dendrite basale. Il plonge vers les couches profondes du
néocortex et pénetre dans la substance blanche, avant de rejoindre d’autres aires
néocorticales ou sous-corticales. Tout au long de sa trajectoire, il donne naissance
a des collatérales horizontales qui vont contacter d’autres cellules de la méme
région corticale ou revenir contacter le corps cellulaire de la cellule a laquelle il
appartient. Ainsi, les cellules pyramidales sont les neurones efférent du

néocortex, elles sont de ce fait parfois nommeées cellules principales.
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La morphologie des cellules pyramidales, et plus particulierement leur taille,
varie sensiblement selon les couches corticales considérées. Elles sont
relativement petites dans les couches superficielles alors qu’elles peuvent
atteindre des tailles considérables au sein des couches plus profondes. Dans la
couche V du cortex moteur on rencontre ainsi des cellules pyramidales géantes,
également appelés cellules de Betz (Figure 6). Ces cellules, dont 1'axone peut
atteindre la moelle sacrée, sont les plus grands neurones de tout le systéme

nerveux.

Figure 6 : Cellule pyramidale géante (cellule de Betz) dans le

gyrus postcentral d'un enfant de 30 mois.

a : axone, c : collatérales, d : dendrites basales, e : bouquet dendritique

terminal. Coloration de Golgi, d’apres Ramon y Cajal, 1911.

Outre leurs caractéristiques morphologiques, les cellules pyramidales peuvent
étre identifiées par leurs propriétés électrophysiologiques (pour revue, voir
Connors & Gutnick, 1990). Ces cellules émettent généralement des potentiels

d’action de longue durée (supérieure a la milliseconde a mi-hauteur) et leur

résistance se situe autour de 400 MQ (Kawaguchi, 1993).
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Les cellules pyramidales présentent plusieurs comportements
électrophysiologiques. On distingue, parmi ces neurones (Figure 7) :

- des cellules a décharge habituelle (Regular Spiking, ou RS),

- des cellules a décharge en bouffées (Intrinsically Bursting ou 1B, McCormick et
al., 1985; Connors & Gutnick, 1990; Kawaguchi, 1993).

50 mV
i - 3 nA

50 ms

1 40 mV
] |_|lnA

50 ms

Figure 7 : Profils de décharge de cellules pyramidales.

A: Cellule a décharge habituelle (RS), B: Cellule a décharge en
bouffées (IB). Enregistrements intracellulaires effectués lors de

l'injection d’un courant dépolarisant (traces du bas). D’apres Connors
& Gutnick, 1990.

Le profil de décharge le plus courant pour les cellules pyramidales est celui des
cellules a décharge habituelle, caractérisé par une réduction rapide et marquée de
la fréquence instantanée de décharge de potentiels d’action (ou adaptation de
fréquence). Les cellules pyramidales a décharge en bouffées sont plus rares, elles

se situent au sein des couches IV et V.

2.2.2. LES INTERNEURONES.

Les cellules non pyramidales possedent, par opposition aux cellules pyramidales,
un axone court dont la trajectoire est limitée au circuit cortical local, et sont a ce
titre des interneurones. Bien que minoritaires, les interneurones jouent un role
central dans le néocortex en intégrant des signaux multiples et en synchronisant

les populations neuronales. On distinguera tout d’abord deux types
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d’interneurones : les cellules étoilées qui, a I'instar des cellules pyramidales, sont
des neurones glutamatergiques excitateurs, et les interneurones inhibiteurs qui
liberent I'acide y-aminobutyrique (GABA) lors de la neurotransmission (Houser et
al., 1983).

2.2.2.1. Les Cellules Etoilées.

Les cellules étoilées sont glutamatergiques et donc excitatrices. Ce sont de petites
cellules multipolaires dont les dendrites sont couvertes d’épines (Figure 8 A). On
rencontre ces cellules essentiellement dans la couche IV du néocortex, au niveau
des aires sensorielles. Elles recoivent des afférences provenant directement du
thalamus, et contactent les cellules pyramidales et les interneurones inhibiteurs
(White & Rock, 1980; Lund, 1984; Benshalom & White, 1986).

Figure 8 : Morphologie et profil de décharge
d’une cellule étoilée.

A : Marquage intracellulaire d’une cellule étoilée de la couche IV du
néocortex de rat, a: axone, d : arbre dendritique. B : Enregistrement
par la technique de patch-clamp en configuration cellule entiere, de la
méme cellule montrant une décharge de potentiels d’action de type
habituelle (RS) lors de l'injection de courant dépolarisant. D apres
Hill, 2002.
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Du point de vue électrophysiologique, les cellules étoilées sont caractérisées par
une décharge de potentiels d’action de type habituelle (Figure 8 B, Agmon &
Connors, 1992).

2.2.2.2. Les Interneurones GABAergiques.

Les interneurones GABAergiques inhibiteurs sont présents dans toutes les
couches corticales, y compris dans la couche moléculaire. Contrairement aux
cellules pyramidales et étoilées, ces neurones sont quasiment dépourvus d’épines
dendritiques. Ils  présentent des  caractéristiques  morphologiques,
neurochimiques et électrophysiologiques extrémement hétérogénes (pour revue,
voir DeFelipe, 2002). Cette large diversité suggeére I'existence de types
d’interneurones distincts occupant des fonctions spécifiques dans la physiologie
du néocortex. Cependant, nous verrons, dans le chapitre suivant, que la

définition et la caractérisation de tels types neuronaux est un probleme complexe.
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3. LE PROBLEME DE LA DIVERSITE DES INTERNEURONES
GABAERGIQUES.

La grande diversité des interneurones GABAergiques inhibiteurs du néocortex a
donné lieu a de nombreuses études systématiques de classification basées sur des
criteres anatomiques, biochimiques ou physiologiques, selon les méthodes
d’investigation utilisées. Ces études ont pour objectif commun la définition de
populations pertinentes d’interneurones, impliquées dans des fonctions
spécifiques de la physiologie du néocortex. Cependant, parce qu’elles ne tiennent
compte que d'un nombre restreint de critéres, les classifications ainsi établies sont
difficilement comparables et tendent a multiplier le nombre de classes
d’interneurones du néocortex. En effet, la confrontation de ces diverses
classifications révele des recouvrements partiels, ce qui conduit a un nombre
considérable de classes possibles. Le développement récent d'une méthode
globale, permettant d’accéder conjointement aux propriétés moléculaires,
électrophysiologiques et morphologiques des interneurones, a permis d’aborder
différemment le probleme de la classification des interneurones. Cette approche a
abouti a la définition de classes d’interneurones sur la base de criteres descriptifs

multiples.

3.1. CLASSIFICATIONS MORPHOLOGIQUES.

L’étude histologique des interneurones inhibiteurs du néocortex a donné lieu a
une classification basée sur les caractéristiques morphologiques de leur
arborisation dendritique ou axonale (Figure 9). Six grands types d’interneurones

ont ainsi étés définis.

Les cellules en panier (Figure 9 D, H).

L'axone des cellules en panier forme des terminaisons péricellulaires autour du
soma des cellules Pyramidales. Ces cellules sont principalement localisées dans
les couches III et V du néocortex (pour revue, voir Jones & Hendry, 1984; Naegele &
Barnstable, 1989).

Les cellules en chandelier (Figure 9 I).

L'arborisation axonale des neurones en chandelier forme des structures
ressemblant a des chandeliers autour du segment initial des cellules pyramidales.
Les cellules en chandelier sont plus abondantes dans les couches
supragranulaires bien qu’elles aient également été décrites dans les couches

infragranulaires (pour revue, voir Peters, 1984a; Naegele & Barnstable, 1989).
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Les cellules de Martinotti (Figure 9 G).

La caractéristique commune des cellules de Martinotti est d'avoir une

arborisation axonale ascendante (Ramdn y Cajal, 1911; Wahle, 1993). Ces cellules
présentent des morphologies trés variées, leur soma peut en effet étre
multipolaire, ovoide ou fusiforme. On trouve plus fréquemment ces neurones
dans les couches V et VI du néocortex, mais ils sont également présents dans les

couches plus superficielles.

Figure 9 : Les principaux types d’interneurones GABAergiques
du néocortex.

AF : cellules a double bouquet dendritique. B,C : cellules avec une
arborisation axonale extensive. D,H : petite et grande cellules en
paniers. E: Cellule neurogliaforme. G: Cellule de Martinotti.
I': Cellule en chandelier. | :Cellule de Cajal-Retzius. D’aprés DeFelipe,
1993.

Les cellules neurogliaformes (Figure 9 E).

Les cellules neurogliaformes, également appelées cellules naines ou

arachniformes, se caractérisent par un corps cellulaire de petite taille, mais
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surtout par une arborisation dendritique fine et abondante (Ramén y Cajal, 1911).
L'arborisation axonale de ces neurones est trés similaire a leur arborisation
dendritique. Originellement décrites dans la couche II du néocortex, les cellules
neurogliaformes sont présentes dans toutes les couches du néocortex (pour revue
voir Jones, 1984b).

Les cellules bipolaires.

Les cellules bipolaires présentent un soma verticalement orienté. Des dendrites
primaires émergent du pole inférieur et supérieur du soma. Ces dendrites
s'étendent sur de longues distances et ne se ramifient que trés rarement sauf a
leurs extrémités ol elles forment des bouquets terminaux. L'axone de ces
neurones émerge généralement de 1'une des dendrites primaires. On trouve les
corps cellulaires des cellules bipolaires de la couche II a la couche V du
néocortex, mais ils sont principalement situés dans les couches supragranulaires
(Peters, 1984b; Peters & Harriman, 1988).

Les cellules a double bouquet (Figure 9 A, F).

Les cellules a double bouquet dendritique sont tres similaires aux cellules
bipolaires précédemment décrites. Elles présentent en effet une double
arborisation dendritique : I'une ascendante et 'autre descendante. A la différence
des cellules bipolaires, les cellules a double bouquet dendritique présentent une
arborisation dendritique qui se ramifie a proximité du soma (Ramodn y Cajal,
1911), formant ainsi un faisceau vertical de dendrites (pour revue, voir Somogyi &
Cowey, 1984). Les corps cellulaires de ces neurones sont situés dans les couches II

et I1I.

Les cellules de Cajal-Retzius (Figure 9 J).

Ces cellules sont uniquement présentes dans la couche I du néocortex, leur large
corps cellulaire donne naissance a des arborisations dendritique et axonale
orientées horizontalement. Les cellules de Cajal-Retzius apparaissent de maniere
tres précoce au cours du développement, mais semblent disparaitre presque
totalement a 1'dge adulte (Marin-Padilla, 1984). On ignore aujourd’hui si la
disparition ce ces neurones résulte de leur mort cellulaire ou d’une modification
de leur morphologie. On leur attribue un role important dans le développement
du néocortex (Marin-Padilla, 1998; Sarnat & Flores-Sarnat, 2002).

Cette classification morphologique générale des interneurones néocorticaux n’est
cependant pas exhaustive, certains de ces types morphologiques pouvant étre
subdivisés en plusieurs catégories lorsque des criteres anatomiques

supplémentaires sont pris en compte (pour revue, voir Fairén et al., 1984).
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3.2. CLASSIFICATIONS NEUROCHIMIQUES.

Le développement des techniques d’immunocytochimie et d’hybridation in situ a
permis, par la suite, de définir des sous-populations d’interneurones

néocorticaux, sur la base de I'expression de marqueurs biochimiques spécifiques.

Ces classifications reposent essentiellement sur l'expression de deux types de
marqueurs (Naegele & Barnstable, 1989) :

- Des protéines de liaison du calcium : la calbindine-D28K, la parvalbumine et la
calrétinine.

- Des neuropeptides: le neuropeptide Y, le peptide vasoactif intestinal, la
somatostatine et la cholecystokinine.

Les fonctions de ces protéines de liaison du calcium et de ces neuropeptides au
sein de la physiologie du néocortex restent tres obscures a l'heure actuelle.
Cependant, ces molécules sont d’excellents marqueurs neuroanatomiques. Elles
sont en effet trés cytosolubles et donc distribuées dans tous les compartiments
cellulaires, ce qui permet d’apprécier la morphologie des neurones marqués. De
plus, dans le systeme nerveux central et dans le néocortex en particulier, elles

présentent une expression limitée a certaines populations neuronales.

3.2.1. LES PROTEINES DE LIAISON DU CALCIUM.

L’expression de la calbindine-D28K (CB) ne concerne que 40 % des interneurones
du néocortex et une petite sous-population de cellules pyramidales. La majorité
des interneurones qui l'expriment sont situés dans les couches II-III et V-VI. Ce
sont des neurones bipolaires ou multipolaires dans les couches superficielles et
principalement des cellules multipolaires dans les couches profondes (van
Brederode et al., 1991, Kubota et al., 1994). Ces neurones constituent donc une

population morphologiquement hétérogene.

La parvalbumine (PV) est exprimée par la moitié des interneurones inhibiteurs,
dans toutes les couches corticales, a 'exception de la couche I (Kubota et al., 1994).
Cette population apparait plus homogene que celle des neurones a CB. En effet,
la PV est absente des cellules pyramidales, son expression est restreinte aux
neurones GABAergiques. On la retrouve principalement dans les cellules en

chandelier ou en panier (van Brederode et al., 1991).

Approximativement 20 % des interneurones inhibiteurs du néocortex expriment
la calrétinine (CR). Ces neurones sont majoritairement localisés dans les couches
IT et 111, ils ont une morphologie bipolaire ou a double bouquet, avec un soma
fusiforme (Jacobowitz & Winsky, 1991). Dans les couches plus profondes les

neurones exprimant la CR peuvent étre de type bipolaire ou multipolaire.
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3.2.2. LES NEUROPEPTIDES.

Dans le néocortex, le neuropeptide Y (NPY) est exprimé dans toutes les couches
corticales par 5 a 10 % des interneurones (Demeulemeester et al., 1988; Kubota et al.,
1994). La densité la plus élevée de neurones exprimant le NPY s’observe dans les
couches II-I1I et VI (Hendry et al., 1984a). Bien que les neurones a NPY présentent,
pour la plupart, un long neurite orienté verticalement, leur morphologie
hétérogene laisse supposer I'existence de plusieurs sous-populations de neurones
exprimant ce neuropeptide (Hendry et al., 1984a et 1984b; Demeulemeester et al.,
1988).

Trente a 40 % des neurones GABAergiques expriment la somatostatine (SS) dans
les couches II-III et V-VI du néocortex (Hendry et al., 1984b; Demeulemeester et al.,
1988; Kubota et al., 1994). La morphologie de ces neurones peut étre bipolaire,
multipolaire, ou méme orientée horizontalement dans les couches profondes
(Hendry et al., 1984b). Dans les couches V et VI, on trouve également, parmi les
cellules exprimant la somatostatine, les cellules de Martinotti (Wahle, 1993), ainsi
que certaines cellules pyramidales (Ong et al., 1994).

Le peptide vasoactif intestinal (vasoactive intestinal peptide ou VIP) est exprimé par
environ 20 % des interneurones néocorticaux, préférentiellement dans les
couches II-III (Morrison et al., 1984; Kubota et al., 1994). Ces cellules VIPergiques
présentent en majorité une morphologie bipolaire avec une organisation radiale

de leurs arborisations dendritique et axonale (Peters & Harriman, 1988).

Les neurones qui expriment la cholecystokinine (CCK) sont principalement
localisés dans les couches superficielles et ils présentent des morphologies assez
variées (Demeulemeester et al., 1988). Dans la couche I, ce sont principalement des
neurones orientés horizontalement. Dans les couches II-III, ce sont des neurones
bipolaires et des cellules multipolaires en paniers (Papadopoulos et al., 1987a;
Kubota & Kawaguchi, 1997). On trouve également quelques cellules pyramidales
qui expriment la CCK (Schiffmann & Vanderhaeghen, 1991).

3.2.3. COMBINAISONS DE MARQUEURS BIOCHIMIQUES.

Ainsi, les protéines de liaison du calcium et les neuropeptides sont des
marqueurs biochimiques qui permettent de définir des populations
d’interneurones. L’étendue des recouvrements entre ces sous-ensembles n'a été
que partiellement explorée car les techniques d'immunocytochimie et
d’hybridation in situ ne permettent d’étudier que l'expression de deux, voir trois
marqueurs simultanément. Ainsi, il a été montré que la grande majorité (91%)

des neurones exprimant la PV dans les couches II-III expriment également la CB,
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alors que dans les couches V-VI, la proportion des neurones PV-positifs qui
expriment la CB est trés faible (6 %, Figure 10, Kubota et al., 1994). Par ailleurs,
I'expression de la SS est fréquemment associée a celle du NPY (Hendry et al.,
1984a; Kubota et al., 1994). De la méme manieére, il existe une fréquente co-
expression du VIP et de la CCK au sein de la population des interneurones
bipolaires (Figure 10, Papadopoulos et al., 1987a; Kubota & Kawaguchi, 1997). Par
contre, Les neurones exprimant la SS et le VIP forment deux populations

totalement distinctes (Figure 10, Kubota et al., 1994).
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Figure 10 : Représentation schématique de la distribution de
marqueurs neurochimiques parmi les interneurones

GABAergiques du néocortex.

La surface des différentes aires est proportionnelle au nombre relatif de
neurones immunoréactifs pour un marqueur biochimique. CB,
calbindine; PV, parvalbumine; CR, calrétinine; NPY, neuropeptide Y;
SOM, somatostatine; VIP, peptide wvasoactif intestinal; CCK,
cholecystokinine. D aprés Kawaguchi & Kubota, 1997.

En utilisant ces différentes combinaisons, plusieurs auteurs ont décrit trois

grandes classes d’interneurones, elles mémes constituées de plusieurs sous-
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populations (Figure 10, Kubota et al., 1994; Gonchar & Burkhalter, 1997; Kawaguchi
& Kubota, 1997) :

- Les cellules a PV (co-exprimant fréquemment la CB, morphologiquement
hétérogenes),

- Les cellules NPY/SS (co-exprimant fréquemment la CB, morphologiquement
tres hétérogenes),

- Les cellules VIP/CCK (co-exprimant fréquemment la CR, en majorité

bipolaires).

3.3. CLASSIFICATIONS ELECTROPHYSIOLOGIQUES.

Elles ont été rendues possibles par le développement de la technique de patch-
clamp sur tranches assisté par la vidéomicroscopie infrarouge (Stuart et al., 1993).
En effet, avec cette technique, le neurone a enregistrer est visuellement identifié,
ce qui permet de s’affranchir partiellement du probléme de la faible proportion
des interneurones dans le néocortex. La caractérisation électrophysiologique de
ces neurones par la technique de patch-clamp a révélé une tres grande diversité
de profils de décharge de potentiels d’action. La possibilité d’introduire un
marqueur intracellulaire (tel que l'alexafluor, la peroxydase de Raifort ou la
biocytine) dans la pipette d’enregistrement, a permis d’établir des corrélations
entre les propriétés électrophysiologiques et morphologiques des neurones
enregistrés. Enfin, quelques travaux consistant a effectuer des marquages
immunocytochimiques sur des tranches de néocortex, contenant des neurones
préalablement enregistrés a 1'aide de la méthode de patch-clamp, ont permis
d’étudier les corrélations entre les propriétés de décharge de potentiels d’actions
des interneurones et I'expression de certains marqueurs biochimiques (Kawaguchi
& Kubota, 1993, 1996).

Les profils de décharge des cellules a décharge rapide (Fast Spiking ou FS) ont été
les premiers comportements électrophysiologiques décrits pour les interneurones

(Figure 11, Connors & Gutnick, 1990, pour revue).
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Figure 11 : Profil de décharge d'une cellule de type FS.

A : décharges de potentiels d'action induites par un courant
dépolarisant proche du seuil d'émission des potentiels d'action. On
note une AHP rapide et prononcée apres chaque potentiel d'action. B :
décharge de potentiels d'action a haute fréquence induite par un fort

courant dépolarisant. D apres Kawaguchi, 1995.

Ces neurones FS sont caractérisés par 1'émission de potentiels d'action a des
fréquences élevées et soutenues. Leurs potentiels d'action sont tres rapides et
présentent une phase d'hyperpolarisation (AHP) tres marquée. Ils constituent
plus du tiers des interneurones du néocortex et présentent des morphologies du
type cellule en panier ou en chandelier (Kawaguchi, 1993; Kawaguchi, 1995). Ils
expriment majoritairement la parvalbumine (Kawaguchi & Kubota, 1993; 1997;
Cauli et al., 1997; 2000; Kawaguchi & Kondo, 2002). Les cellules FS constituent donc
une population neuronale relativement homogene, exprimant la PV et présentant

une morphologie du type cellule en panier ou en chandelier.

Les neurones a décharge tardive (Late Spiking ou LS, Kawaguchi, 1995) se
caractérisent par le développement lent d'une rampe dépolarisante lorsqu’ils sont
dépolarisés a un potentiel proche du seuil d'émission des potentiels d'action
(Figure 12). Lorsque les neurones LS sont dépolarisés au dela du seuil d'émission
des potentiels d'action, ils déchargent de maniere répétitive en présentant une
légeére adaptation de fréquence. Ces neurones GABAergiques sont de type
neurogliaforme et semblent n’exprimer aucun des marqueurs biochimiques
précédents (Kawaguchi, 1995; Kawaguchi & Kundo, 2002). Le nombre restreint de
travaux portant sur ces neurones n'a pas encore permis de mettre en évidence

une éventuelle homogénéité moléculaire.
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Figure 12 : Profil de décharge d'une cellule de type LS.

L'application d'un courant dépolarisant supraliminaire entraine le
développement d'une lente rampe dépolarisante avant la décharge
d'un potentiel d'action (trace de gauche). Décharge répétitive de
potentiels d'action induite par un fort courant dépolarisant (trace de
droite). D’apres Kawaguchi, 1995.

Les cellules non pyramidales a décharge habituelle (Regular Spiking Nonpyramidal
ou RSNP, Kawaguchi, 1995; Kawaguchi & Kubota, 1996, 1997) ont des propriétés
électrophysiologiques similaires a celles des neurones pyramidaux (Figure 13).
Leurs profils de décharge présentent des propriétés d’adaptation (diminution de
la fréquence des potentiels d’action au cours de la décharge) et d’accommodation

(diminution de I'amplitude) tres variables.

Les cellules RSNP constituent une population hautement hétérogene tant du
point vue électrophysiologique, que morphologique. On trouve en effet, au sein
de cette population, des cellules bipolaires, multipolaires et des cellules de
Martinotti (Kawaguchi, 1995, Kawaguchi & Kubota, 1996). De méme, 1'analyse de
I'expression de marqueurs biochimiques a révélé une grande diversité au sein
des neurones RSNP : expression de SS, CB, NPY, VIP, CR ou CCK (Kawaguchi &
Kubota, 1996; Kawaguchi & Kubota, 1997; Cauli et al., 1997; 2002).
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Figure 13 : Profil de décharge d'une cellule de type RSNP.

L'application d'un fort courant hyperpolarisant induit une
rectification entrante (trace de gauche, fleche). L'application d'un
courant dépolarisant entraine une décharge répétitive de potentiels
d'action avec une adaptation trés marquée (trace de droite). D’apreés
Kawaguchi, 1995.

Kawaguchi et ses collaborateurs (Kawaguchi, 1993, 1995, Kawaguchi & Kubota,
1993) ont pu mettre en évidence, principalement dans la couche V, un sous-type
de neurones RSNP qu'ils ont d’abord appelés cellules a potentiel d'action a bas
seuil (Low Threshold Spike ou LTS) pour les rebaptiser ensuite cellules BSNP (pour
Burst Spiking Nonpyramidal, Kawaguchi & Kubota, 1996, 1997; Kawaguchi & Kundo,
2002, Figure 14).

Lorsque le potentiel de ces cellules est trés hyperpolarisé, 1'application d'une
légere dépolarisation entraine 1'émission d'un potentiel d'action a bas seuil. Ce
potentiel d'action est généré par des conductances calciques inactivées au
potentiel de repos. Lors d"une dépolarisation, les cellules LTS (BSNP) déchargent

de facon répétitive avec une adaptation de fréquence marquée.
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Figure 14 : Profil de décharge d'une cellule de type LTS (BSNP).

Réponses évoquées par des impulsions de courant. On note la présence
d'un potentiel d'action a bas seuil (fleches) apres l'arrét d'une
impulsion de courant hyperpolarisant (trace de gauche), ou lors d'une
dépolarisation a partir un potentiel hyperpolarisé (trace de droite).
L'application d'un courant dépolarisant induit une décharge
répétitive de potentiels d'action avec une adaptation de fréquence
(trace de gauche). D apres Kawaguchi, 1995.

Les neurones LTS (BSNP) peuvent étre multipolaires ou bipolaires et présentent
souvent une arborisation axonale verticalement orientée. Ces neurones
présentent une grande diversité de marqueurs biochimiques : expression de VIP,
SS, CCK, CB et CR (Kawaguchi, 1995; Kawaguchi & Kubota, 1996). A Tlinstar des
cellules RSNP, les neurones LTS (BSNP) présentent donc, une large hétérogénéité

morphologique et biochimique.

3.4. L’APPORT DE LA RT-PCR SUR CELLULE UNIQUE A L’ETUDE DE LA DIVERSITE
DES INTERNEURONES GABAERGIQUES.

Les diverses classifications que nous venons d’évoquer soulignent I'étendue de la
diversité des interneurones du néocortex. Cependant, en grande partie a cause de
limitations techniques, elles ne sont basées que sur un nombre restreint de
criteres. Les approches les plus completes, combinant le patch-clamp aux
marquages intracellulaires et immunocytochimiques, représentent un travail
considérable et restent limitées a 1’étude de 1'expression d'un ou deux marqueurs
biochimiques (Kawaguchi & Kubota 1993; 1996). De ce fait, il est difficile d’établir

des corrélations claires entre les divers types neuronaux ainsi décrits.
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La technique de RT-PCR* sur cellule unique (Lambolez et al., 1992) a permis
d’étendre le nombre de descripteurs analysés par cellule. Cette technique s’est
avérée un outil d’analyse trés précieux, non seulement parce qu’elle permet
I'étude de 'expression de nombreux ARN messagers a partir d'une seule cellule,
mais surtout parce qu’elle peut étre couplée a des enregistrements
électrophysiologiques et a des marquages intracellulaires. Ainsi, la combinaison
du patch-clamp, de la RT-PCR sur cellule unique et de marquages
histochimiques, au niveau d’un neurone, permet d’accéder a une quantité de

données considérables.

Les propriétés de décharge de potentiels d’actions et les profils d’expression de
sept marqueurs biochimiques (CB, CR, PV, NPY, SS, VIP et CCK) des
interneurones inhibiteurs du néocortex de rat ont été étudiés de maniere
systématique, grace au couplage du patch-clamp a la RT-PCR sur cellule unique
(Cauli et al., 1997).

Cette étude a permis de confirmer le caractéere homogene des interneurones a
profil de décharge de type FS qui expriment majoritairement la PV et, au
contraire, le caractere hétérogene des neurones a profil de décharge de type
RSNP. En effet, les sept marqueurs biochimiques ont été détectés dans ces
neurones, de maniere plus fréquente toutefois pour la CB (65 %) et la SS (58 %).
Des potentiels d’action a bas seuil (LTS) ont été détectés dans 20 % des neurones

a décharge de type RSNP.

Néanmoins, ce travail a permis d’identifier une population d’interneurones
homogene sur les plans morphologique, biochimique et électrophysiologique :
les neurones IS (Irregular Spiking, Figure 15).

En effet, 15% des neurones analysés dans cette étude furent caractérisés par une
décharge de potentiels d’action irréguliere, consistant en I'émission d’une
bouffée initiale de potentiels d’action suivie de potentiels d’action émis a une
fréquence irréguliére (Figure 15 A). Tous ces neurones présentaient un corps
cellulaire fusiforme et une arborisation dendritique verticale bipolaire ou
bitouffue, tres peu étendue latéralement (Figure 15 B, C). De plus, la totalité des
neurones IS exprimait le VIP et la CR (Figure 15 D).

* La RT-PCR (Reverse Transription - Polymerase Chain Reaction) est une transcription
inverse des ARN messagers par la reverse transcriptase suivie de 'amplification des ADN
complémentaires par réaction en chaine de ’ADN polymérase.
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Figure 15 : Caractérisation électrophysiologique,

morphologique et moléculaire d'un neurone IS de la couche V.

A : Décharges de potentiels d’action obtenues par injection de
courants dépolarisants (traces du bas). B : Image en vidéomicroscopie
infrarouge du neurone qui présente un soma fusiforme verticalement
orienté. C : Le marquage intracellulaire a la biocytine de ce neurone a
révélé une morphologie a double bouquet dendritique s’étendant de la
couche 1I (haut de l'image) a la couche VI. D : Analyse par RT-PCR
du méme neurone montrant l'expression de CB, CR et VIP. D’apres
Cauli et al., 1997.

Afin de préciser les limites de cette population neuronale par rapport aux autres
types cellulaires du néocortex, une étude de classification a été effectuée par la
suite sur les interneurones a soma fusiforme verticalement orienté, c’est a dire
présentant une morphologie a double bouquet ou bipolaire (Cauli et al. 2000).
Parmi les nombreux types morphologiques des interneurones, les cellules a soma
fusiforme présentent en effet une tres grande diversité de propriétés de décharge
et d’expression de marqueurs biochimiques, ce qui suggere 1'existence de types
neuronaux distincts au sein de cette population (Kawaguchi & Kubota, 1993;
Kawaguchi, 1995; Cauli et al., 1997).
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Une méthode de classification multifactorielle a été utilisée dans cette étude pour
analyser le grand nombre de données électrophysiologiques et moléculaires
obtenues par le couplage du patch-clamp a la RT-PCR sur cellule unique. Cette
méthode appelée classification hiérarchique ascendante (IWard, 1963) permet de
grouper les individus les plus semblables et de séparer les individus les pus
différents (Figure 16). Les cellules FS et les cellules pyramidales formant des
populations cellulaires homogenes du point de vue électrophysiologique et
moléculaire, elles ont été utilisées comme controles pour valider l'approche

utilisée dans cette étude.

507 ]

Neurones FS
m Neurones pyramidaux
M Neurones Fusiformes

Figure 16 : Classification hiérarchique ascendante appliquée
aux interneurones fusiformes, les interneurones FS et les

neurones pyramidaux étant utilisés comme controles.

Les individus sont représentés en abscisse, la distance moyenne entre
les groupes (ou individus) est représentée en ordonnée. Cette analyse a
révélé trois groupes parmi les interneurones fusiformes: Les
interneurones RSNP exprimant majoritairement la SS (branche A),
les interneurones RSNP exprimant majoritairement le VIP
(branche B) et les interneurones IS (branche C). D’aprés Cauli et al.,
2000.

Ce travail de classification a révélé l'existence de trois classes d’interneurones
fusiformes présentant des propriétés distinctes : les interneurones RSNP-SS, les
interneurones RSNP-VIP et les interneurones IS (Figure 16, 17, Cauli et al. 2000).
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Figure 17 : Caractéristiques électrophysiologiques et

MEQ

moléculaires des 5 types neuronaux révélés par la classification

hiérarchique ascendante.

Les traces de gauche illustrent les décharges de potentiels d’action de
ces 5 types neuronaux (la fleche indique le rebond d’amplitude des
potentiels d’action caractéristique des neurones RSNP-VIP).
L’analyse moléculaire de ces neurones typiques est présentée a droite.
L’expression des enzymes de synthese du GABA (GAD 65 et GAD
67) atteste du caractere GABAergique inhibiteur des interneurones.
D’apres Cauli et al., 2000.

Les interneurones RSNP-SS sont caractérisés par un profil de décharge du type
RSNP et I'expression fréquente de la SS (Figure 17 C, 18). Les interneurones

RSNP-VIP sont caractérisés par 1'expression majoritaire du VIP et un profil de
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décharge du type RSNP, avec toutefois un profil d’accommodation d’amplitude
des potentiels d’action différent de celui des cellules RSNP-SS (Figure 17 D, 18).
Enfin, les interneurones IS sont caractérisés par une décharge de potentiels
d’action de type irréguliére, I'expression systématique du VIP et I'expression tres

fréquente de la calrétinine (Figure 17 E, 18).

Pryr FS FSMP-E5 | RENP-WIP
{re=ap r=18] | n=14) [r=32)

GAD B5

Figure 18 :Profil d’expression de marqueurs moléculaires des
5 types neuronaux révélés par la

classification hiérarchique ascendante.

Les cellules pyramidales (Pyr) n’expriment pas les enzymes de
synthese du GABA (GAD 65 et GAD 67). Les cellules FS expriment
principalement la parvalbumine (PV) et le neuropeptide Y (NPY). Les
neurones RSNP-SS expriment majoritairement la calbindine (CB) et
la somatostatine (SS). Les cellules RSNP-VIP et IS expriment
fortement le peptide vasoactif intestinal (VIP), la cholecystokinine
(CCK) et la calrétinine (CR). D apres Cauli et al., 2000.

Il apparait, a I'issue de la classification hiérarchique ascendante, que les classes
neuronales les plus proches sont celles des interneurones RSNP-VIP et des
interneurones IS (Figure 16). Ces neurones ont en effet un profil similaire du
point de vue des marqueurs biochimiques qu’ils expriment (Figure 18). Ils
expriment trés fréquemment le VIP (91 et 100 %, respectivement), mais aussi la
CCK (81 et 63 %, respectivement). Parmi les protéines de liaison du calcium, ils

expriment majoritairement la calrétinine (53 et 81 %, respectivement).

Nous verrons par la suite que les interneurones RSNP-VIP et IS partagent, outre
ces caractéristiques neurochimiques, un ensemble de propriétés fonctionnelles
communes. Ainsi, ces deux populations neuronales seront groupées sous le

terme d’interneurones VIP/CCK.
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4. MODULATION DE L’ ACTIVITE DU RESEAU NEOCORTICAL.

L’analyse conjointe des propriétés morphologiques, neurochimiques et
électrophysiologiques des interneurones inhibiteurs du néocortex, combinée a
une méthode de classification multifactorielle des individus, permet donc de
définir des classes d’interneurones distinctes. Se pose alors le probleme de la
fonction de ces populations neuronales dans la physiologie du néocortex. En
effet, pour valider la pertinence de cette approche de classification, il est
nécessaire de montrer que ces populations neuronales partagent, outre des
caractéristiques intrinséques, des propriétés fonctionnelles spécifiques. Pour
aborder cet aspect, il est nécessaire de replacer les interneurones GABAergiques

dans leur contexte : le réseau néocortical.

4.1. LE RESEAU NEOCORTICAL.

Les neurones du néocortex sont connectés les uns aux autres par des contacts
synaptiques, formant ainsi ce que l'on appellera le réseau néocortical. Un
neurone pyramidal du cortex humain recoit et projette approximativement
40 000 synapses dont au moins 70 % sont d’origine intracorticale (Connors &
Amitai, 1995). Du fait de son extréme complexité, 'organisation des connections
au sein du réseau néocortical n'est que tres partiellement élucidée a 1'heure
actuelle, et nous n’en ferons pas ici de description détaillée (pour revue, voir
Kawaguchi & Kubota, 1997; Somogyi et al., 1998, Thomson & Bannister, 2003). La
Figure 19 résume, de maniere trés simplifiée, les connections majeures existant
entre les grands types neuronaux du néocortex. Les synapses chimiques de type
glutamatergique et GABAergique constituent les composantes excitatrices et
inhibitrices de base du réseau néocortical. Ces connections permettent un
transfert rapide de l'information (de l'ordre de la milliseconde), le réseau
néocortical est donc une structure trés dynamique au sein de laquelle les
neurones sont activés selon des motifs spatio-temporels précis. De plus, le
néocortex comprend des synapses électriques. Celles-ci ont d’abord été mises en
évidence au sein des populations d'interneurones GABAergiques de type FS et
LTS (Galarreta & Hestrin, 1999; Gibson et al. 1999; Tamas et al., 2000). Néanmoins,
d’autres études suggérent qu’il existe de tels couplages électriques au sein
d’autres population d’interneurones (Blatow et al., 2003), voire méme entre des
neurones appartenant a types neuronaux distincts (Venance et al., 2000). Ces

couplages électriques contribueraient a la synchronisation fine des interneurones
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(Beierlein et al., 2000; Galarreta & Hestrin, 2001), qui participe a la génération de
rythmes variant selon les états de vigilance (Steriade, 1997; Fricker & Miles, 2001).

Figure 19 : Connections principales entre les éléments

neuronaux du réseau néocortical.

Les interneurones GABAergiques inhibiteurs sont représentés en noir.
Les neurones glutamatergiques excitateurs sont représentés en blanc.
Les terminaisons GABAergiques et glutamatergiques  sont
représentées par des ronds noirs et blancs, respectivement. C : cellule
en chandelier, GP : grande cellule en panier, PP : petite cellule en
panier, DB : cellule a double bouquet dendritique, NG : cellule
neurogliaforme, BP : cellule bipolaire, P : cellule pyramidale, CE :
cellule étoilée, AE : afférences extrinseques, CC: fibres cortico-
corticales, TC, fibres thalamo-corticales. Adapté, d’aprés Houser et al.,
1984.

Enfin, I'expression de nombreux neuropeptides et de leurs récepteurs au sein du
néocortex suggere l'existence d'une régulation peptidergique paracrine
intrinseque de 'activité néocorticale. Cependant, comme nous l’avons mentionné

plus tot, le mode d’action de ces neuropeptides est encore trés obscur a 1'heure
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actuelle. Parmi les neuropeptides exprimés dans le néocortex, on compte, outre
les peptides classiquement utilisés comme marqueurs biochimiques de
populations neuronales restreintes (NPY, SS, VIP, CCK), des tachikinines, la
corticolibérine (ou corticotropin releasing factor, CRF) ou encore des peptides
opioides tels que la dynorphine ou I’'enképhaline. Dans cette étude, nous nous
intéresserons plus particulierement a la modulation de l'activité du réseau
néocortical par les peptides opioides. Nous verrons que les interneurones
GABAergiques jouent wun r0le spécifique dans ces mécanismes de

neuromodulation.

Le réseau néocortical est avant tout une unité d’intégration. Il recoit des
afférences glutamatergiques excitatrices provenant du thalamus (pour revue, voir
Sherman & Guillery, 1996). Les fibres thalamo-corticales terminent leur course au
niveau de la couche IV ou elles contactent les cellules étoilées et les cellules
pyramidales. Ces afférences thalamiques contactent également les dendrites
apicales des cellules pyramidales des couches V et VI, et les dendrites basales des
cellules pyramidales de la couche III. Enfin, différentes études ont rapporté
I'innervation d’interneurones GABAergiques, de type multipolaires ou a double
bouquet dendritique, par les fibres thalamo-corticales (pour revue, voir White,
1986). Apres traitement et intégration des signaux au sein du réseau néocortical,
les cellules pyramidales vont envoyer des efférences glutamatergiques vers
d’autres structures corticales et des structures sous-corticales telles que la moelle

épiniere, le noyau rouge, le striatum ou le thalamus (pour revue, voir Jones, 1984c).

Les interneurones GABAergiques inhibiteurs, en modulant l'activité de ces
cellules pyramidales efférentes, peuvent controler les sorties corticales.
L’influence de I'activité des interneurones sur ces efférences varie en fonction de
la quantité et de la distribution des contacts synaptiques GABAergiques qu'ils
forment sur les cellules pyramidales (Thomson & Deuchars, 1997; Somogyi et al.,
1998). Pour exemple, les cellules en chandelier, qui forment des contacts
synaptiques au niveau du segment initial de ’axone des cellules pyramidales,
vont directement moduler le signal de sortie des neurones principaux. Par
opposition, les cellules qui forment des contacts synaptiques sur les dendrites
distales des cellules pyramidales, telles que les cellules de Martinotti, vont

moduler leurs propriétés d'intégration.

En plus des afférences thalamiques glutamatergiques, le néocortex regoit des
afférences neuromodulatrices telles que les afférences cholinergiques,
sérotoninergiques, noradrenergiques ou dopaminergiques qui proviennent,
respectivement, des noyaux de la base, des noyaux du raphé, du locus coeruleus

et de I'aire tegmentale ventrale (Figure 20).
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Ces substances neuromodulatrices sont impliquées dans de nombreuses
fonctions cognitives telles que l'attention, la motivation, 1'apprentissage et la
mémoire. La maniere dont elles influent sur l'activité du réseau néocortical est
complexe. En effet, elles peuvent avoir des effets tres différents selon les types de
récepteurs qu’elles activent et la nature de leurs cibles post-synaptiques (pour
revue, voir Gu, 2002). Dans cette étude, nous nous intéresserons a la modulation
de l'activité néocorticale par les voies cholinergiques et sérotoninergiques
afférentes. La participation des interneurones GABAergiques dans ces

phénomeénes sera plus particulierement étudiée.

Figure 20 : Afférences cholinergiques, sérotoninergiques,

dopaminergiques et noradrenergiques du néocortex de rat.

Les afférences cholinergiques originaires des noyaux de la base (NB)
sont représentées en rose. Les afférences sérotoninergiques originaires
des noyaux du raphé (NR) sont représentées en bleu. Les afférences
dopaminergiques provenant de l'aire tegmentale ventrale (ATV) sont
représentées en orange. Les voies noradrenergiques originaires du

locus coeruleus (LC) sont représentées en vert.

L’acétylcholine et la sérotonine sont considérées comme des substances
neuromodulatrices dans le néocortex, car il existe peu de résultats montrant
I'existence d’une transmission cholinergique ou sérotoninergique de type
synaptique dans cette structure (Roerig et al., 1997; Chu et al., 2000). De plus, de
nombreux récepteurs métabotropiques a ces substances sont exprimés dans le
néocortex. Ces récepteurs sont couplés a des voies de signalisation
intracellulaires dont l'activation peut induire l'ouverture ou la fermeture de
diverses conductances membranaires. Ils sont donc impliqués dans les
mécanismes de neuromodulation, leurs effets interviennent a des échelles de

temps bien supérieures a celle de la transmission synaptique (pour revue, voir

Deterre & Tritsch, 1998). Néanmoins, des récepteurs de type ionotropique, ou
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récepteurs canaux, a l'acétylcholine et a la sérotonine sont également présents
dans le néocortex. Ces récepteurs, contrairement aux récepteurs
métabotropiques, peuvent induire une excitation rapide des neurones par un
couplage direct entre leur activation et 'ouverture d'un canal cationique (pour
revue, wvoir Feltz, 1998). Ils sont donc susceptibles d’intervenir dans des
mécanismes de neurotransmission de type synaptique. En outre, 1'observation
des terminaisons axonales des fibres cholinergiques et sérotoninergiques révele
I'existence de contacts synaptiques différenciés sur les neurones néocorticaux.
Ces données suggerent que l'acétylcholine et la sérotonine peuvent avoir des
effets ciblés a court terme dans le néocortex. Parce qu’ils expriment sélectivement
des récepteurs ionotropiques a l'acétylcholine et a la sérotonine, nous verrons
que les interneurones VIP/CCK constituent une cible préférentielle de ces effets

précoces.

4.2. MODULATION CHOLINERGIQUE.
4.2.1. LES AFFERENCES CHOLINERGIQUES.

L’acétylcholine est impliquée dans un grand nombre de fonctions cognitives
telles que I'apprentissage, la mémoire et I'attention (Everitt & Robbins, 1997; Sarter
& Bruno, 1994; 1999; McGaughy et al., 2000). Les démences associées a la maladie
d’Alzheimer et a la maladie de Parkinson sont dues, au moins en partie, a la
perte de l'innervation cholinergique du néocortex (Coyle et al., 1983, Davies &
Maloney, 1976; Ruberg et al., 1982).

Les fibres cholinergiques qui innervent le néocortex sont originaires pour la
plupart du noyau basal magnocellulaire (aussi nommé noyau basal de Meynert
chez 'homme, Johnston et al., 1981; Mesulam et al., 1983). Ces fibres projettent sur
le néocortex de maniére topographique, selon un gradient rostro-caudal, ventro-
dorsal et medio-latéral (Luiten et al., 1985; 1987). Elles pénetrent dans la substance
grise et débutent leur trajectoire au niveau de la couche VI puis terminent leur
course principalement au niveau des couches V et I (Figure 21, Kristt et al., 1985;
Mechawar et al., 2000). Ainsi, les fibres cholinergiques sont présentes dans toutes

les couches et toutes les aires corticales (Lysakowski et al., 1989).

De plus, le marquage immunocytochimique d’une enzyme de biosynthese de
'acétylcholine, la choline acétyltransferase, a révélé la présence de neurones
cholinergiques au sein du néocortex de rat (Eckenstein & Thoenen, 1983; Levey et
al., 1984). Ces neurones bipolaires, localisés préférentiellement dans les couches
supragranulaires, sont de nature GABAergique et contiennent le neuropeptide
VIP (Parnavelas et al., 1986, Chédotal et al., 1994; Bayraktar et al., 1997; Cauli et al.,
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1997; Porter et al., 1998). Le role fonctionnel de ces interneurones cholinergiques,
au sein du réseau néocortical n’est pas clairement établi. En outre, ces neurones
cholinergiques intracorticaux ne semblent pas présent chez les primates (Hedreen
et al., 1983; Mesulam et al., 1992).

Figure 21 : Fibres cholinergiques innervant la couche I du
néocortex humain.

Le marquage immunocytochimique de l'enzyme de biosynthése de
'acétylcholine, la choline acétyltransferase révele une forte densité
d’axones cholinergiques dans la couche I du néocortex. Ces axones
sont de petit diametre et présentent de nombreuses varicosités (tétes de
fleches). Barre d’échelle : 25 um. D’aprés Smiley et al., 1997.

L’observation des terminaisons cholinergiques en microscopie électronique a
révélé la présence de boutons axonaux au contact des cellules pyramidales et des
interneurones GABAergiques du néocortex (Wainer et al., 1984; De Lima & Singer,
1986, Beaulieu & Somogyi, 1991). Diverses études indiquent que ces boutons ne
forment pas systématiquement de jonctions synaptiques. La proportion de
varicosités axonales formant des synapses effectives variant selon les espéces
[*67 % chez 'homme (Smiley et al., 1997), ~44 % chez le macaque (Mrzljak et al.,
1995), et seulement =15 % chez le rat (Umbriaco et al. 1994)]. Cependant, ces
résultats sont sujets a controverse, une prévalence de terminaisons synaptiques

ayant été décrite récemment chez le rat (Turrini et al., 2001).
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4.2.2. LES RECEPTEURS CHOLINERGIQUES.

L’acétylcholine peut agir sur les neurones néocorticaux via l’activation de deux
grands types de récepteurs: les récepteurs muscariniques et les récepteurs

nicotiniques.
4.2.2.1 Les Récepteurs Muscariniques.

Les récepteurs muscariniques sont des récepteurs métabotropiques. Ce sont des
glycoprotéines a sept segments transmembranaires capables d’interagir avec des
protéines G. A I'heure actuelle, on dénombre 5 récepteurs muscariniques (M1-5)
dont les genes ont été clonés (m1-5, Kubo et al., 1986; Bonner et al., 1987). Ces
récepteurs sont séparés en deux groupes :

- Les récepteurs M1, M3, M5 couplés positivement a la phospholipase C via une
protéine G insensible a la pertussis toxine (Gy),

- Les récepteurs M2, M4 couplés négativement a l'adénylate cyclase via une

protéine G sensible a la pertussis toxine (G, pour revue voir Caulfield, 1993).

L’activation de ces récepteurs peut induire la modulation de nombreuses

conductances, principalement de type potassique et calcique.

Des études immunocytochimiques on révélé la présence de tous ces récepteurs
au sein du néocortex, avec toutefois des niveaux d’expression tres variables. Le
récepteur M1 est sans conteste le plus abondant, avec une densité
particuliérement élevée au niveau des couches II et III. Les récepteurs M2 et M4
sont exprimés en moindre quantité (Levey et al., 1991), suivis par le récepteur M3
(Levey et al., 1994) et le récepteur M5 dont I'expression est la plus faible (Yasuda et
al., 1993).

Les récepteurs muscariniques ont été localisés dans des cellules pyramidales et
des interneurones GABAergiques du néocortex. Cependant, il existe peu de
données concernant la distribution précise de ces récepteurs parmi les différents

types neuronaux qui constituent le réseau néocortical.

L’implication des récepteurs muscariniques dans la modulation de I'activité du
réseau néocortical par l'acétylcholine a été étudiée par des approches
électrophysiologiques. Ainsi, 'activation de ces récepteurs a un effet biphasique
sur les cellules pyramidales, consistant en une hyperpolarisation rapide suivie
par une réponse excitatrice plus lente. Le blocage de la transmission
GABAergique entraine la disparition de la premiére composante inhibitrice,
indiquant qu’elle est indirecte et résulte de I'activation d’interneurones
inhibiteurs. Par contre, la réponse excitatrice lente est résistante au blocage de la
transmission synaptique. Cette dépolarisation résulte du blocage de

conductances potassiques de type Im et Ianp (McCormick & Prince, 1985; 1986). Au
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niveau des interneurones GABAergiques, différents types de réponses a
l’activation des récepteurs muscariniques ont été observées. Les interneurones a
somatostatine répondent a l'application de muscarine (agoniste sélectif des
récepteurs muscariniques) par une dépolarisation rapide résultant de 'activation
de conductances cationiques (Kawaguchi, 1997). Des réponses similaires ont été
obtenues dans les interneurones qui expriment le peptide vasoactif intestinal ou
la cholecystokinine (Kawaguchi, 1997). Par contre, pour les interneurones
multipolaires exprimant la cholecystokinine, I’activation des récepteurs
muscariniques entraine une hyperpolarisation suivie d'une dépolarisation, cette
réponse biphasique étant résistante au blocage de la transmission synaptique
(Kawaguchi, 1997). Enfin, les résultats concernant les interneurones de type FS,
sont contradictoires, rapportant une absence de réponse a la muscarine
(Kawaguchi, 1997), ou une réponse inhibitrice hyperpolarisante, induite par
l'activation de conductances potassiques (Xiang et al., 1998).

La régulation de la transmission synaptique par les récepteurs muscariniques a
également été étudiée par l'enregistrement de potentiels post-synaptiques au
niveau des cellules pyramidales. Ces études ont révélés que l'activation des
récepteurs muscariniques pré-synaptiques peut induire une diminution de la
transmission synaptique de type glutamatergique et cholinergique (Vidal &
Changeux, 1993; Gil et al., 1997; Douglas et al., 2001). Enfin, il a été démontré
récemment que l'activation des récepteurs muscariniques peut générer des
activités rythmiques synchrones dans le néocortex in vitro (Kondo & Kawaguchi,
2001; Beierlein et al., 2000).

4.2.2.2. Les Récepteurs Nicotiniques.

Contrairement aux récepteurs muscariniques, les récepteurs nicotiniques
appartiennent a la famille des récepteurs ionotropiques, ou récepteurs-canaux. Ils
sont donc susceptibles d’intervenir dans une transmission rapide du signal. Leur
structure est pentamérique, chaque sous-unité comportant 4 domaines
transmembranaires (M1-M4). Les domaines M2 de chaque sous-unité contribuent
a la formation du pore du canal, ils sont donc responsables de la perméabilité aux
ions cationiques (Ca?*, Na* et K+, Galzi & Changeux, 1995).

Les récepteurs nicotiniques neuronaux comprennent deux types de sous-unités,
les sous-unités o et les sous-unités . Douze genes codant pour ces sous-unités
ont été clonés a I'heure actuelle (a2-a10; B2-p4). Dans le systéme nerveux des
mammiferes, on distingue deux grands types de récepteurs nicotiniques :

- Les récepteurs homomériques formés de I'assemblage de cinq sous-unités a7,

caractérisés par leur sensibilité a 1’a-bungarotoxine.
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- Les récepteurs formés par I'assemblage de deux sous-unités a (a2, a3, o4 ou a.6)

et de 3 sous-unités B (B2 ou B4), insensibles a I’a-bungarotoxine.

Ces récepteurs different en général par leurs cinétiques de désensibilisation, leurs
états de conductance et leurs temps d’ouverture. Des expériences d’hybridation
in situ ont révélé que les sous-unités a3, a4, ad, a7 et f2 sont exprimées dans le
néocortex (Wada et al., 1989; 1990; Lena & Changeux, 1997).

Dans cette structure comme dans d’autres régions du cerveau, les récepteurs a7,
présents au niveau de certaines terminaisons axonales excitatrices, modulent la
libération de glutamate (Vidal & Changeux, 1993; McGehee et al., 1995; Gray et al.,
1996; Role & Berg, 1996; MacDermott et al., 1999). L’activation de ces récepteurs
induit notamment une augmentation de la libération de glutamate par les fibres
thalamo-corticales (Gil et al., 1997). L'étude de la distribution des récepteurs o7
en microscopie électronique a révélé que ces récepteurs sont également présents
au niveau des densités post-synaptiques des cellules excitatrices du néocortex
(Lubin et al., 1999; Levy & Aoki, 2002). Une étude menée par Chu et ses
collaborateurs (2000) rapporte l'existence de courants post-synaptiques
nicotiniques au niveau de cellules pyramidales, qui pourraient résulter de
I'activation de ces récepteurs a7 post-synaptiques. Cependant, les cellules
pyramidales ne sont pas directement dépolarisées lors de l'application
d’agonistes nicotiniques (Vidal & Changeux, 1993; Porter et al., 1999; Gil et al.,
1997). La présence de ces récepteurs o7 post-synaptiques dans les cellules

excitatrices du néocortex reste donc a confirmer.

Par contre, plusieurs études ont démontré 1'expression de récepteurs nicotiniques
post-synaptiques au niveau de certaines populations d’interneurones
GABAergiques (Xiang et al., 1998; Porter et al., 1999; Christophe et al., 2002). Au
niveau des couches II, IIl et V du néocortex, l'application d’un agoniste
nicotinique induit des réponses dépolarisantes excitatrices rapides dans les
interneurones GABAergiques de type IS et certains interneurones de type RSNP
(Porter et al., 1999). Les réponses dépolarisantes, induites par les agonistes
nicotiniques sur ces neurones, résistent au blocage de la transmission synaptique,
elles résultent donc de l'activation de récepteurs post-synaptiques. L’analyse
moléculaire des interneurones sensibles aux agonistes nicotiniques, par RT-PCR
sur cellule unique, a confirmé leur nature GABAergique et a révélé un fort taux
d’expression du VIP (88 %) et de la CCK (78 %). Ces résultats indiquent que les
interneurones RSNP sensibles aux agonistes nicotiniques sont des interneurones
du type RSNP-VIP. Nous avons souligné plus haut que les interneurones RSNP-
VIP et IS sont similaires en ce qui concerne leur profil d’expression de marqueurs
biochimiques. Il apparait ici que ces deux populations d’interneurones

constituent une cible spécifique des agonistes nicotiniques dans le néocortex. Ils
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partagent donc certainement une fonction commune dans la régulation de
l'activité corticale par les fibres cholinergiques afférentes. En outre, cette étude a
montré une expression majoritaire des sous-unités o5, o4 et B2 dans ces
interneurones (100, 94 et 65 %, respectivement). Bien que la sous-unité o7 ait été
détectée dans 41 % des interneurones sensibles a la nicotine, les expériences
pharmacologiques, confirment l'implication majoritaire de récepteurs de type
non o7 dans ces réponses nicotiniques post-synaptiques (Porter et al., 1999). Une
étude combinant de maniére similaire 1’électrophysiologie a la RT-PCR sur
cellule unique a montré qu'une majorité des neurones de la couche I du
néocortex sont sensibles aux agonistes nicotiniques (Christophe et al., 2002). Les
réponses excitatrices enregistrées dans ces interneurones sont résistantes au
blocage de la transmission synaptique. L’analyse moléculaire des interneurones
de la couche I a révélé I'expression majoritaire des sous-unités a4, B2 et a7 (92, 65
et 53 %, respectivement). Ces résultats sont en adéquation avec les analyses
pharmacologiques qui ont montré une composante a7 et une composante o4p2

dans les réponses nicotiniques.

Les afférences cholinergiques régulent donc l'activité du réseau néocortical de
maniere complexe, via l'activation de récepteurs qui présentent des propriétés
fonctionnelles et des patrons d’expression tres divers. Les travaux visant a
étudier les effets de 1'acétylcholine sur les neurones néocorticaux ont mis en
évidence un nouvel aspect de la diversité des interneurones GABAergiques. 11
apparait notamment que les récepteurs nicotiniques post-synaptiques sont
sélectivement exprimés par les interneurones de la couche I et les interneurones
VIP/CCK des couches II a V dans le néocortex. Ces résultats indiquent que ces
interneurones occupent une place prépondérante dans la modulation a court

terme de I'activité néocorticale par 1'acétylcholine.

4.3. MODULATION SEROTONINERGIQUE.
4.3.1. LES AFFERENCES SEROTONINERGIQUES.

De nombreux troubles psychiatriques tels que la schizophrénie et la dépression
sont associés a une perturbation de la modulation de l’activité corticale par les
afférences sérotoninergiques (Ohuoha et al., 1993; Breier, 1995, Gurevich & Joyce,
1997; Abi-Dargham et al., 1997; Arango, 2002).

Le néocortex recoit une forte innervation sérotoninergique en provenance des
noyaux dorsal et médian du raphé (Azmitia & Segal, 1978; Kosofsky & Molliver,
1987; Tork, 1990; Jacobs & Azmitia, 1992). La distribution néocorticale des fibres

sérotoninergiques varie notablement selon I’espéce considérée, mais on retrouve
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en général une innervation plus dense au niveau des couches superficielles (I-III,
Figure 22, Descarries et al., 1975, Hornung et al., 1990; DeFelipe et al., 1991; Smiley &
Goldman-Rakic, 1996).

Figure 22 : Distribution des axones sérotoninergiques

dans le néocortex de singe.

Le marquage immunocytochimique de la sérotonine révele que les
axones sérotoninergiques sont distribués sur toute I'épaisseur du
néocortex, avec une densité plus forte au niveau de la couche 1. Barre
d’échelle : 100 um. D’aprés Smiley & Goldman-Rakic, 1996.

Les axones sérotoninergiques, qui présentent de nombreuses varicosités,
contactent préférentiellement les interneurones GABAergiques inhibiteurs du
néocortex (Mulligan & Tork, 1987; Smiley & Goldman-Rakic, 1996, Hornung & Celio,
1992; Paspalas et al., 2001). Les investigations effectuées en microscopie
électronique ont démontré que les varicosités sérotoninergiques forment des
contacts synaptiques sur les dendrites de leurs cibles corticales. Cependant, dans
le cas des fibres sérotoninergiques comme pour celui des fibres cholinergiques,

les données concernant la proportion de varicosités formant de telles synapses
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divergent selon les auteurs. Pour exemple, au niveau du cortex fronto-parietal de
rat, ce nombre varie de 5 % (Descarries et al., 1975) a 38 % (Séguéla et al., 1989),
allant méme jusqu’a ~90 % (Papadopoulos et al., 1987b).

Enfin, certains axones sérotoninergiques donnent naissance a de multiples
collatérales qui entourent le corps cellulaire et les dendrites proximales de
neurones néocorticaux. Ces terminaisons dites « en paniers » ne comportent pas
de contacts synaptiques mais de nombreuses appositions des varicosités sur le
compartiment somato-dendritique des cellules cibles. Ces spécialisations n’ont
cependant été décrites que chez le chat (Mulligan & Térk, 1987; 1988; DeFelipe et
al., 1991) et le marmouset (Hornung et al., 1990).

4.3.2. LES RECEPTEURS SEROTONINERGIQUES.

Les effets de la sérotonine (5-hydorxytryptamine ou 5-HT) résultent de
'activation de nombreux types de récepteurs. A ce jour, les génes codant pour
quatorze récepteurs a la sérotonine ont été clonés. Parmi ces récepteurs, on
dénombre treize récepteurs métabotropiques a sept segments transmembranaires

et un récepteur canal, le récepteur 5-HT3 (pour revue, voir Hoyer et al., 2002).

4.3.2.1. Les Récepteurs Métabotropiques a la Sérotonine.

Les récepteurs métabotropiques a la sérotonine sont regroupés en six familles :

- les récepteurs 5-HT1 (A, B, D, E, F) couplés négativement a ’adénylate cyclase,

- les récepteurs 5-HT2 (A, B) couplés positivement a I’adénylate cyclase,

- les récepteurs 5-HT2C couplés positivement a la phospholipase C,

- les récepteurs 5-HT4, 5SHT6 et SHT7 couplés positivement a 1’adénylate cyclase,
- les récepteurs 5-HT5A sont couples négativement a 1’adénylate cyclase, la voie

de signalisation activée par les récepteurs 5-HT5B n’a pas encore été identifiée.

La majorité de ces récepteurs sont présents dans le néocortex, leur distribution est
variable selon les espéces, et leurs roles fonctionnels ne sont que partiellement

élucidés (pour revue, voir Gu, 2002).

Les récepteurs 5-HT1A et 5-HT2A sont exprimés par les cellules pyramidales
(Burnet et al., 1995). Des investigations électrophysiologiques, menées chez le rat
et '’homme, ont montré que l'activation de ces récepteurs induit deux types de
réponses a la sérotonine (Davies et al., 1987; Araneda & Andrade, 1991; Newberry et
al., 1999). L’activation du récepteur 5-HT1A résulte en une réponse inhibitrice due
a l'activation de conductances potassiques. Au contraire, l'activation des

récepteurs 5-HT2A conduit a une dépolarisation excitatrice résultant de la
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fermeture de conductances potassiques. L'expression de récepteurs 5-HT2A a
également été observée au niveau de certains interneurones GABAergiques,
caractérisés par I'expression de parvalbumine et de calbindine (Jakab & Goldman-
Rakic, 1998; 2000). Néanmoins, aucun effet direct résultant de I'activation de ces

récepteurs dans les interneurones n’a encore été rapporté.

De plus, l'activation du récepteur 5-HT2A induit une modification de la
transmission synaptique. Ainsi, des résultats, plutdt contradictoires, ont décrit
une augmentation de fréquence des évenements post-synaptiques excitateurs,
dans les cellules pyramidales, a la suite de la stimulation des récepteurs 5-HT2A
(Aghajanian & Marek, 1997), ou au contraire, une augmentation de fréquence des
évenements post-synaptiques inhibiteurs (Zhou & Hablitz, 1999). Dans tous les cas,
les mécanismes responsables de ces effets sur la transmission synaptique sont
complexes et encore mal compris (Marek & Aghajanian, 1998; Zhou & Hablitz,
1999).

4.3.2.2. Le Récepteur 5-HT3.

Le récepteur 5-HT3 est le seul récepteur ionotropique a la sérotonine identifié a
I'heure actuelle (Derkach et al., 1989). Ce récepteur comporte de nombreuses
homologies de séquence, et donc de structure, avec le récepteur nicotinique a
'acétylcholine. Il est également formé de l'assemblage de cinq sous-unités qui
comportent 4 segments transmembranaires (Boess et al., 1995). Deux sous unités
du récepteur 5-HT3 ont été clonés, la sous unité 5-HT3A, qui peut former des
récepteurs homomériques fonctionnels (Maricq et al., 1991), et la sous unité
S5HT3B qui peut s’associer avec la sous unité 5-HT3A pour former des récepteurs
hétéromériques fonctionnels (Davies et al., 1999). Ces récepteurs, qui forment des
canaux cationiques non sélectifs, different par leurs cinétiques d’ouverture et de
désensibilisation (Dubin et al., 1999; Brady, 2001; Stewart et al., 2003).

Au sein du néocortex, des investigations effectuées chez le rat et le primate, en
hybridation in situ et immunocytochimie, ont révélé une co-localisation quasi
systématique du récepteur 5-HT3 avec le GABA, indiquant que I'expression de ce
récepteur est restreinte a une sous-population d’interneurones GABAergiques
(Figure 23, Morales et al., 1996a; Morales & Bloom, 1997; Jakab & Goldman-Rakic,
2000). Morales et Bloom (1997) ont montré que, dans le néocortex de rat, le
récepteur 5-HT3 est principalement localisé au niveau des couches II-III et VI.
Cette étude a révélé que ce récepteur n’est pas présent dans les interneurones a
somatostatine, alors qu’il est fréquemment exprimé par les interneurones a
cholecystokinine (entre 35 et 65 % des interneurones immunoréactifs pour la

CCK exprimaient le récepteur 5-HT3). Concernant les protéines de liaison du
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calcium, le récepteur 5-HT3 est fréquemment co-localisé avec la calrétinine, alors
quil n'a pas été observé dans les neurones immunoréactifs pour la
parvalbumine. Ces derniers résultats ont également été observés dans le
néocortex de primate (Jakab & Goldman-Rakic, 2000).

Figure 23 : Détection simultanée des transcrits du récepteur
5-HT3 et de I'immunoréactivité du GABA

dans la couche II du néocortex de rat.

A : Cellules exprimant le récepteur 5-HT3 marquées par la technique
d’hybridation in situ observées en épiluminescence. B : Observation en
lumiere transmise des neurones immunoréactifs pour le GABA. Dans
cette section, tous les neurones exprimant le récepteur 5-HT3 étaient
immunoréactifs pour le GABA (fleches longues), par contre tous les
neurones GABAergiques ne contenaient pas de transcrits du
récepteur 5-HT3 (fleches courtes). Barre d’échelle : 25um. D’aprés
Morales & Bloom, 1997.

L’observation de la localisation subcellulaire des récepteurs 5-HT3 a révélé qu’ils
se situent principalement au niveau du corps cellulaire et des dendrites des
interneurones, indiquant qu’il s’agit de récepteurs post-synaptiques (Morales et
al., 1996b; Morales & Bloom, 1997; Jakab & Goldman-Rakic, 2000).
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Du point de vue fonctionnel, il existe tres peu de données concernant 'effet de
I'activation de ces récepteurs dans le néocortex. Zhou et Hablitz (1999) ont
observé des réponses dépolarisantes, induites par 1'application d’agonistes
spécifiques des récepteurs 5-HT3, dans une minorité d’interneurones de la
couche I du néocortex de rat (4/52 neurones enregistrés). Enfin, une étude menée
sur le néocortex de furet a décrit des courants post-synaptiques excitateurs
spontanés et évoqués, bloqués par un antagoniste spécifique du récepteur 5-HT3
(Roerig et al., 1997).

4.4. MODULATION OPIOIDERGIQUE.

La morphine, composant actif de 'opium, ainsi que ses dérivés, sont utilisés
depuis des siécles pour leurs effets analgésiques et psychotropes puissants. La
consommation de substances opiacées entraine de nombreuses perturbations
comportementales (somnolence, changements d’humeur, confusion mentale...)
indiquant une action au niveau du systeme nerveux central et,
vraisemblablement, au niveau du néocortex. La recherche concernant le mode
d’action des substances opiacées a conduit a la découverte de trois récepteurs
opioides (5, k et p, pour revue, voir Mansour et al., 1995), puis a l'identification de
trois grandes familles de peptides opioides endogenes (enképhalines,

dynorphines et endorphines, pour revue, voir Akil et al., 1998).

Le clonage des récepteurs opioides a permis de montrer qu’ils appartiennent a la
famille des récepteurs a sept segments transmembranaires couplés aux
protéines G. Les récepteurs de type §, k et p1, semblent couplés au mémes voies de
signalisation intracellulaires, via des protéines G de type Gi/o ou G, (pour revue,
voir Connor & Christie, 1999). L’étude des effets induits par l'invalidation
génétique sélective de ces trois types de récepteurs a récemment montré qu’ils
occupent des fonctions distinctes dans la modulation de la locomotion, la
perception de la douleur et les comportements émotionnels (pour revue, voir
Kieffer & Gavériaux-Ruff, 2002). Ces études ont tout particulierement mis a jour le
role essentiel du récepteur opioide de type p dans l'expression des effets

d’analgésie, de dépendance et de récompense induits par la morphine.

Les peptides opioides endogenes sont synthétisés a partir de trois précurseurs : la
proenképhaline, la prodynorphine et la pro-opio-melano-cortine (POMC). La
proenképhaline génére un grand nombre de peptides parmi les quels la Met-
enképhaline et la Leu-enképhaline. La prodynorphine est également a 1'origine
d'une multitude de peptides, comprenant les dynorphines A et B, ou les
neoendorphines a et . Enfin, la POMC produit la -endorphine.

53



Introduction - Modulation de ’Activité du Réseau Néocortical

Les relations entre ces trois familles de peptides et les trois récepteurs opioides
aujourd’hui identifiés sont complexes. En effet, aucune correspondance claire
entre un peptide particulier et un type récepteur n’a pu étre établie. Il semble que
les peptides peuvent se lier a tous les récepteurs opioides, avec des affinités
variables. Néanmoins, on considere en général que les peptides dérivés de la
proenképhaline seraient les agonistes préférentiels des récepteurs de type 9, et
que les dérivés de la prodynorphine agiraient préférentiellement sur les
récepteurs de type k. Enfin, les enképhalines et la B—endorphine sont les peptides

qui montrent la plus grande affinité pour les récepteurs de type p.

Au sein du néocortex, il semble que seules la proenképhaline et la
prodynorphine soient exprimées. Elles sont localisées, de maniere éparse,
majoritairement au sein des couches II-IIl et V-VI, dans des populations
cellulaires distinctes (McGinty et al., 1984; McGinty, 1985). Par contre, I'expression

des trois types de récepteurs opioides a été rapportée dans le néocortex.

Chez le rat, les récepteurs §sont localisés dans les cellules pyramidales, au
niveau des couches II a VI. Le marquage immunocytochimique de ce récepteur a
mis en évidence une localisation majoritaire dans la partie supérieure de la
couche V (Cahill et al., 2001). Des résultats similaires ont étés rapportés chez
I'homme (Schmidt et al., 2000).

L’étude de la distribution du récepteur k dans le néocortex humain a montré une
localisation majoritaire au niveau des couches II, III et V (Wevers et al., 1995).
Néanmoins, chez le rat, 'expression de ce récepteur semble restreinte aux
couches profondes (V-VI, Minami et al., 1993). De plus, la partie ventrale du
néocortex semble contenir un plus grand nombre de neurones immunoréactifs
que la partie dorsale. Enfin, la morphologie de ces neurones suggere qu’il s’agit

de cellules non pyramidales (Mansour et al., 1996).

Il existe peu de données concernant la localisation précise du récepteur opioide p
dans le néocortex humain. Au niveau du cortex frontal, les neurones
immunoréactifs pour ce récepteur sont principalement localisés au niveau des
couches II, III et V (Schmidt et al., 2003). Chez le rat, le récepteur p est exprimé
principalement au niveau des couches II-IIl et V-VI. La morphologie des
neurones immunoréactifs pour le récepteur p indique qu’il s’agit de cellules non
pyramidales (Mansour et al., 1995). En outre, des expériences de doubles
marquages ont permis de confirmer I'expression du récepteur p dans une sous-
population d’interneurones GABAergiques (Kalyuzhny & Wessendorf, 1998; Taki et
al., 2000).

Taki et collaborateurs (2000) ont effectué une étude plus approfondie de

'expression des récepteurs opioides de type p dans le néocortex de rat. Ils ont
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ainsi observé que les neurones immunoréactifs pour ce récepteur présentent une
morphologie bipolaire, verticalement orientée, et qu’ils sont majoritairement
localisés dans les couches superficielles. Des expériences de doubles marquages
avec les marqueurs fréquemment utilisés pour caractériser les interneurones
GABAergiques ont révélé que l'expression du récepteur p est quasi
systématiquement associée a celle du VIP (92 %), et fréquemment associée a
I"expression de la CCK (35.3 %) et de la CR (35.4 %). Enfin, cette étude a montré
une co-localisation trés fréquente du récepteur opioide de type p avec le peptide
précurseur de la proenképhaline (87.7 %). Du point de vue fonctionnel, les effets
de l'activation des récepteurs opioides sur l'activité des neurones néocorticaux

sont a ce jour inexplorés.
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III. RESULTATS

Je résumerais le contexte scientifique général qui a donné le jour a ce travail de

these de la maniére suivante :

» La grande diversité des interneurones GABAergiques du néocortex a poussé
les scientifiques a établir des classifications dans 1'espoir de définir des classes

d’interneurones fonctionnellement distinctes.

» Apres plus d'un siécle de recherches dans ce domaine, il n’existe pas
aujourd’hui de consensus définissant des criteres de classification

prépondérants permettant de remplir cet objectif.

» Une nouvelle approche du probléme de la diversité des interneurones, basée
sur la multiplicité des criteres de classification, a conduit a la définition d'un

nombre restreint de classes d’interneurones.

» La validation de cette méthode de classification nécessite la mise en évidence
de propriétés fonctionnelles communes aux interneurones appartenant a une

méme classe.

» Les données concernant la modulation de 'activité du réseau néocortical par
les voies cholinergiques, sérotoninergiques et opioidergiques, révelent un
nouvel aspect de I'hétérogénéité fonctionnelle des interneurones
GABAergiques.

L’objectif de mon travail de these, basé sur ces différents constats, était de
contribuer a l'exploration fonctionnelle des interneurones GABAergiques du
néocortex, en étudiant la maniére dont une classe d’interneurones, définie sur la
base d'une approche multifactorielle de classification, est impliquée dans la

modulation de I’activité néocorticale.

L’ensemble de ce travail a été réalisé a partir de tranches de néocortex de rat
maintenues en survie, grace a la combinaison des techniques de patch-clamp, de
RT-PCR sur cellule unique et d’histochimie mise au point au laboratoire (pour
une description détaillée des protocoles expérimentaux utilisés, se référer aux
articles 1 et 2). Les résultats obtenus au cours de cette theése seront présentés dans
deux chapitres correspondant aux deux publications auxquelles ils ont donné

lieu.
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1. LES RECEPTEURS 5-HT3 ET L’EXCITATION SYNAPTIQUE RAPIDE
DES INTERNEURONES VIP/CCK.

1.1. PRESENTATION DE L’ARTICLE 1: « 5-HT3 Receptors Mediate Serotonergic
Fast Synaptic Excitation of Neocortical Vasoactive Intestinal Peptide /
Cholecystokinin Interneurons. »

1.1.1. INTRODUCTION.

Comme nous l'avons vu précédemment (Cf. Introduction), différentes classes
d’interneurones peuvent étres identifiées sur la base de leurs propriétés
morphologiques, neurochimiques et électrophysiologiques. Comprendre
comment 'excitabilité de ces populations neuronales est régulée est un point

essentiel a I’élucidation de leurs roles fonctionnels spécifiques.

Les fibres sérotoninergiques afférentes, originaires des noyaux du raphé, se
projettent sur les neurones non pyramidaux du néocortex. L'observation, en
microscopie électronique, de contacts synaptiques différenciés entre les
terminaisons axonales sérorotoninergiques et leurs cibles corticales, suggere que
ces afférences sérotoninergiques peuvent exercer une modulation rapide de
I’excitabilité des interneurones néocorticaux. Parmi les récepteurs a la sérotonine,
le récepteur 5-HT3 est le seul récepteur canal, susceptible d’intervenir dans des
phénomenes de transmission synaptique rapide. Les études d"hybridation in situ
et d'immunocytochimie ont montré que le récepteur 5-HT3 est sélectivement
exprimé par une sous-population d’interneurones GABAergiques exprimant
fréquemment la cholecystokinine (CCK), principalement localisés dans les
couche II-IIT du néocortex. Bien que des réponses a l'activation du récepteur 5-
HT3 aient été rapportées dans le néocortex, une corrélation claire entre les effets
excitateurs rapides dus a la stimulation de ces récepteurs, et une population

neuronale spécifique reste a déterminer.

1.1.2. RESULTATS & DISCUSSION.

1.1.2.1. Expression Sélective de Récepteurs 5-HT3 Post-Synaptiques Fonctionnels
par une Sous-Population d’Interneurones VIP/CCK.

Dans cette étude, les neurones néocorticaux exprimant le récepteur 5-HT3 ont été
identifiés et caractérisés, a 'aide de la méthode de patch-clamp couplée a la RT-

PCR sur cellule unique, dans les couches I-IIl et V de néocortex de rats agés de 14
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a 21 jours. Le protocole d’amplification par PCR était élaboré de maniére a
permettre la détection des enzymes de synthése du GABA, GAD 65 et GAD 67,
des marqueurs biochimiques classiquement wutilisés pour caractériser les
interneurones néocorticaux [calbindine (CB), calrétinine (CR), parvalbumine
(PV), neuropeptide Y (NPY), somatostatine (SOM), peptide vasoactif intestinal
(VIP) et cholecystokinine (CCK)], et des deux sous unités du récepteur 5-HT3
identifiées a 'heure actuelle : 5-HT3A et 5-HT3B. Sur 13 cellules pyramidales et
94 interneurones ainsi analysés, 'expression de la sous-unité 5-HT3A a été
détectée dans 19 neurones qui présentaient les caractéristiques
électrophysiologiques d’interneurones de types RSNP (Regular Spiking
Nonpyramidal) et IS (Irreqular Spiking). Le profil moléculaire de ces neurones a
révélé un fort taux d’expression des enzymes de synthese du GABA, GAD 65 et
GAD 67, du VIP, et de la CCK (95, 89, 95 et 100 %, respectivement), ainsi que
I'expression relativement fréquente de la CB et de la CR (37 et 53 %,
respectivement). Par contre, la sous-unité 5-HT3B n’a jamais été détectée dans
cette étude, indiquant que les récepteurs 5-HT3 exprimés par les interneurones

néocorticaux ne comprennent pas cette sous-unité.

Ces résultats indiquent que, dans le néocortex, 1'expression du récepteur 5-HT3
est spécifique des interneurones GABAergiques de type IS et RSNP-VIP.
Cependant, il est a noter que la sous-unité 5-HT3A n’a été détectée que dans une

sous-population de ces interneurones (38 et 42 %, respectivement).

Les interneurones exprimant la sous-unité 5-HT3A, ont répondu a l'application
locale de sérotonine par une dépolarisation excitatrice rapide due a l'activation
d’un courant entrant. Ces réponses a la sérotonine étaient totalement bloquées en
présence d’'un antagoniste sélectif du récepteur 5-HT3, le tropisetron. Ainsi,
I'expression de la sous-unité 5-HT3A par les interneurones est corrélée a la

présence de récepteurs 5-HT3 post-synaptiques fonctionnels.

Nous avons vu précédemment que les interneurones de type IS et RSNP-VIP
partagent des caractéristiques neurochimiques et fonctionnelles communes (Cf.
Introduction). Les résultats présentés ici contribuent, une fois de plus, a
rapprocher ces deux populations neuronales sur le plan fonctionnel, c’est
pourquoi elles seront regroupées par la suite sous le terme d’interneurones

VIP/CCK.

Des réponses a I'activation de récepteurs 5-HT3 ont été observées dans quelques
interneurones de la couche I (Zhou & Hablitz, 1999) et dans des interneurones FS
(Fast Spiking) de la couche V (Xiang & Prince, 2003). Cependant, nos résultats, en
accord avec les données obtenues par hybridation in situ et immunocytochimie

(Morales et al., 1998; Jakab & Goldman Rakic, 2000) indiquent que les interneurones
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VIP/CCK constituent le site majeur d’expression du récepteur 5-HT3 dans le

néocortex.

1.1.2.2. Excitation Synaptique Rapide des Interneurones VIP/CCK par les Fibres

Sérotoninergiques Afférentes.

Afin de déterminer dans quelle mesure les interneurones répondant a l’activation
des récepteurs 5-HT3 sont susceptibles d’étre directement activés par les fibres
sérotoninergiques afférentes, des expériences de doubles marquages ont été
réalisées. Le marquage intracellulaire de neurones testés pour leur sensibilité a
un agoniste sélectif des récepteurs 5-HT3 a été combiné au marquage
immunocytochimique de la sérotonine. Nous avons ainsi observé que les
neurones répondant a l'activation des récepteurs 5-HT3, par une dépolarisation
accompagnée d'une décharge de potentiels d’actions, ont une morphologie
bipolaire/bitouffue caractéristique des interneurones VIP/CCK. De plus, nous
avons constaté la présence de contacts étroits formés par les fibres

sérotoninergiques sur le corps cellulaire et des dendrites de ces interneurones.

4

Dans le but de déterminer la nature fonctionnelle de ces contacts, j'ai par la suite
effectué une série d’expériences, visant a observer l'effet de la stimulation
électrique des fibres sérotoninergiques, sur les interneurones qui expriment le
récepteur 5-HT3. Apres caractérisation du profil de décharge des neurones
enregistrés, une breve application de sérotonine était tout d’abord effectuée afin
de mettre en évidence l'expression éventuelle de récepteurs 5-HT3 dans ces
neurones. Des stimulations électriques ont ensuite été réalisées, a proximité des
neurones enregistrés, dans des conditions expérimentales prévenant toute

transmission synaptique de type glutamatergique ou GABAergique.

Ces expériences ont permis d’observer des courants post-synaptiques excitateurs
de grande amplitude, évoqués par les stimulations électriques, dans cinq
interneurones de type RSNP. Ces réponses étaient bloquées par 1‘application
d’un antagoniste sélectif des récepteurs 5-HT3, indiquant qu’elles résultaient de
l'activation de récepteurs 5-HT3 post-synaptiques. Ces résultats nous ont permis
de démontrer que le récepteur 5-HT3 peut transmettre une excitation synaptique
rapide des interneurones VIP/CCK du néocortex, par les fibres

sérotoninergiques afférentes originaires des noyaux du raphé.

Une étude plus approfondie de la maniére dont cette transmission
sérotoninergique module [l'excitabilit¢é des interneurones VIP/CCK serait
particuliérement utile pour en évaluer les conséquences au niveau du réseau
néocortical. Cependant, la faible proportion de neurones exprimant le récepteur

5-HT3 dans le néocortex, et I'impossibilité de visualiser les fibres
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sérotoninergiques en vidéomicroscopie infrarouge, sont autant d’obstacles dont il
faudrait s’affranchir a l'aide de nouvelles approches expérimentales pour

entreprendre une telle étude.

1.1.2.3. Co-expression des Récepteurs 5-HT3 et Nicotiniques par les
Interneurones VIP/CCK.

Nous avons vu précédemment que les interneurones VIP/CCK répondent
sélectivement aux agonistes nicotiniques via l’activation de récepteurs contenant
les sous-unités o4, a5 et B2 (Cf. introduction). Pour savoir dans quelle mesure les
récepteurs 5-HT3 et les récepteurs nicotiniques sont co-exprimés au sein de cette
population d’interneurones, j'ai appliqué des agonistes sélectifs de ces deux

types de récepteurs, successivement, sur les mémes neurones.

Tous les neurones répondant a l'activation des récepteurs 5-HT3 répondaient
également a l'application de l'agoniste nicotinique. Par contre, des neurones
répondant uniquement a l’activation des récepteurs nicotiniques ont été
observés. Ainsi, les interneurones qui expriment le récepteur 5-HT3 représentent
une sous-population des interneurones sensibles aux agonistes nicotiniques. Ces
résultats mettent en évidence une convergence remarquable entre les voies de
neurotransmission rapides de type sérotoninergiques et cholinergiques au niveau

d’une méme sous-population d’interneurones GABAergiques.

En outre, il a été montré que la sous-unité 5-HT3A du récepteur 5-HT3 peut
s’assembler avec la sous-unité nicotinique o4 pour former des récepteurs
hétéromériques fonctionnels dans des systemes hétérologues. Ces récepteurs
hybrides sont activés par les agonistes des récepteurs 5-HT3, mais pas par les
agonistes nicotiniques (vanHooft et al., 1998; Kriegler et al., 1999). Les résultats
présentés ici suggerent que les sous-unités 5-HT3A et nicotiniques o4 sont
exprimées dans les mémes interneurones et qu’elles seraient donc susceptibles de
former de tels récepteurs hybrides. Il serait particulierement intéressant de tester
cette hypothese, cependant, & I'’heure actuelle, il n’existe pas doutils
pharmacologiques permettant de caractériser de tels récepteurs.

1.2. ARTICLE 1 : 5-HT3 Receptors Mediate Serotonergic Fast Synaptic Excitation

of Neocortical Vasoactive Intestinal Peptide / Cholecystokinin Interneurons.
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5-HT; Receptors Mediate Serotonergic Fast Synaptic
Excitation of Neocortical Vasoactive Intestinal
Peptide/Cholecystokinin Interneurons
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Neocortical neurons expressing the serotonin 5-HT; receptor
(56-HT5R) were characterized in rat acute slices by using patch-
clamp recordings combined with single-cell RT-PCR and histo-
chemical labeling. The 5-HT;, receptor subunit was expressed
selectively in a subset of GABAergic interneurons coexpressing
cholecystokinin (CCK) and vasoactive intestinal peptide (VIP).
The 5-HT;g subunit was never detected, indicating that
5-HT;Rs expressed by neocortical interneurons did not contain
this subunit. In 5-HT;,-expressing VIP/CCK interneurons, se-
rotonin induced fast membrane potential depolarizations by
activating an inward current that was blocked by the selective
5-HT;R antagonist tropisetron. Furthermore, we observed
close appositions between serotonergic fibers and the den-
drites and somata of 5-HT;R-expressing neurons, suggestive
of possible synaptic contacts. Indeed, in interneurons exhibit-

ing rapid excitation by serotonin, local electrical stimulations
evoked fast EPSCs of large amplitude that were blocked by
tropisetron. Finally, 5-HT;R-expressing neurons were also ex-
cited by a nicotinic agonist, indicating that serotonergic and
cholinergic fast synaptic transmission could converge onto
VIP/CCK interneurons. Our results establish a clear correlation
between the presence of the 5-HT,, receptor subunit in neo-
cortical VIP/CCK GABAergic interneurons, its functional ex-
pression, and its synaptic activation by serotonergic afferent
fibers from the brainstem raphe nuclei.

Key words: neocortex; GABAergic interneurons; vasoactive
intestinal peptide; cholecystokinin; single-cell RT-PCR; raphe
nucleus; serotonin; 5-HT, receptor; 5-HT;, and 5-HT 5 sub-
units; tropisetron; EPSC; nicotinic receptor

Neurons of the neocortex are classified as pyramidal cells or
nonpyramidal cells according to their morphology. Pyramidal
cells accumulate glutamate and are the main excitatory cortical
neuron, whereas most nonpyramidal cells use GABA as a neuro-
transmitter and are believed to be inhibitory interneurons (Peters
and Jones, 1984). The large diversity of neocortical GABAergic
interneurons has led to several classifications (Houser et al., 1983;
Hendry et al., 1989; Connors and Gutnick, 1990; Kawaguchi,
1993; Cauli et al., 1997, 2000; Kawaguchi and Kubota, 1997,
Somogyi et al., 1998). However, the specific function of interneu-
ron subtypes in the physiology of the neocortex remains to be
established. Understanding how the excitability of interneuron
subtypes is regulated by extracortical inputs therefore may con-
tribute to elucidating their specific role.

It is well documented that serotonergic neurons of the midbrain
raphe nuclei innervate neocortical nonpyramidal cells. At the
electron microscopy level it has been demonstrated that seroto-
nergic fibers can form conventional synapses on their cortical
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targets, suggesting that this subcortical projection may exert a fast
modulation of interneuron excitability (Papadopoulos et al.,
1987a; DeFelipe et al., 1991; Paspalas and Papadopoulos, 2001).
The neurotransmitter serotonin (5-HT) interacts with several
receptors, all of which are G-protein-coupled, with the exception
of the 5-HTj; receptor (5-HT;R), which is a cation-selective
ligand-gated ion channel suggested to mediate fast synaptic trans-
mission (Derkach et al., 1989; Maricq et al., 1991; Sugita et al.,
1992). Two 5-HT;R subunits have been cloned, 5-HT;,, which
forms functional homomeric 5-HT;Rs, and 5-HT;, which can
assemble with 5-HT;, subunits into heteromeric receptors (Da-
vies et al., 1999; Hanna et al., 2000). In situ hybridization and
immunocytochemical analyses have shown that 5-HT;Rs are ex-
pressed selectively by a subgroup of GABAergic interneurons
characterized by the expression of cholecystokinin (CCK) and
located predominantly in neocortical layers II and III (Morales
and Bloom, 1997). Although 5-HT;R-mediated responses have
been reported in the neocortex (Roerig et al., 1997; Zhou and
Hablitz, 1999), a clear correlation between fast excitatory effects
mediated by 5-HT;Rs and a neuronal population remains to be
established.

In the present study we combined patch-clamp recordings fol-
lowed by single-cell reverse transcription and multiplex PCR
(single-cell RT-mPCR; Lambolez et al., 1992; Ruano et al., 1995)
analyses to identify and characterize 5-HT;R-expressing neocor-
tical neurons in rat acute slices. We found that functional postsyn-
aptic 5-HT;R expression was restricted to a small subset of
GABAergic interneurons that coexpressed CCK and vasoactive
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Table 1. PCR primers and FRET probes

Size PCR FRET probes
GAD 65 391 Sense?, 713: TCTTTTCTCCTGGTGGTGCC 3" FITC, 848: TTTCTCTCAAGAAGGGAGCTGCA
#M72422 Antisense”, 1085: CCCCAAGCAGCATCCACAT 5" R705, 872: CCTTGGGGATCGGAACAGACA
GAD 67 600 Sense’, 713: TACGGGGTTCGCACAGGTC 3" FITC, 930: CCTGGGGGAGCCATATCCAA
#M76177 Antisense, 1294: same as GAD65 5" R705, 951: ATGTACAGCATCATGGCGGCTC
CaB 432 Sense?, 134: AGGCACGAAAGAAGGCTGGAT 3" FITC, 263: TCCTGCTGCTCTTTCGATGCC
#M27839 Antisense”, 544: TCCCACACATTTTGATTCCCTG 5" R705, 285: GCAACTGAAGTCCTGCGAGGAA
PV 381 Sense, 247: ACAAAGACGCTGATGGCTGC 3" FITC, 283: GACGGCAAGATTGGGGTTGA
#M12725 Aantisense, 607: CGTGGTCCTTCGCTCTCTCTC 5" R705, 304: GAATTCTCCACTCTGGTGGCCG
CR 309 Sense”, 142: CTGGAGAAGGCAAGGAAAGGT 3" FITC, 248: TTGAGATGGCAGAGCTGGCG
#X66974 Antisense’, 429: AGGTTCATCATAGGGACGGTTG 5" R705, 269: AGATCCTGCCAACCGAAGAGAAT
NPY 359 Sense”, —45: GCCCAGAGCAGAGCACCC 3" FITC, 17: AACGAATGGGGCTGTGTGGA
#M15880 Antisense”, 292: CAAGTTTCATTTCCCATCACCA 5" R705, 38: TGACCCTCGCTCTATCCCTGC
SOM 209 Sense’, 43: ATCGTCCTGGCTTTGGGC 3" FITC, 105: GCAGAAGTCTCTGGCGGCTG
#K02248 Antisense’, 231: GCCTCATCTCGTCCTGCTCA 5" R705, 126: CACCGGGAAACAGGAACTGGC
VIP 286 Sense”, 167: TGCCTTAGCGGAGAATGACA 3" FITC, 199: TGTGTCCAGAAATGCCAGGCA
#X02341 Antisense®, 434: CCTCACTGCTCCTCTTCCCA 5" R705, 221: GCTGATGGAGTTTTCACCAGCG
CCK 216 Sense”, 174: CGCACTGCTAGCCCGATACA 3" FITC, 198: CCAGCAGGTCCGCAAAGCT
#K01259 Antisense?, 373: TTTCTCATTCCGCCTCCTCC 5" R705, 218: CCTCTGGCCGCATGTCCG
5-HT;A 411 Sense, 1105: TTCCAAGCCAACAAGACTGATG 3" FITC, 1127: ACTGCTCAGCCATGGGAAACC
#U59672 Antisense, 1499: AGGGGACTGGGGTTGCTC 5" R705, 1149: CTGCAGCCATGTCGGAAGCC
5-HT;B 275 Sense, 51: CACAGCGACACCTCAGCCT Position 1: first base of the start codon
#NM_022189 Antisense, 304: TGGCACTGAGAGGGAGAGAGAT

“Cauli et al. 1997.
"Bochet et al. 1994.

intestinal peptide (VIP). Furthermore, we present functional and
anatomical evidence of the fast synaptic excitation of 5-HT;R-
expressing interneurons by 5-HT-containing afferent fibers. Fi-
nally, 5-HT;R-expressing interneurons are also responsive to a
nicotinic agonist, suggesting that serotonergic and cholinergic fast
synaptic transmission could converge onto the same subpopula-
tion of neocortical interneurons.

MATERIALS AND METHODS

Slice preparation. Young Wistar rats (postnatal day 14-21) were anesthe-
tized deeply with a mixture of ketamine (65 mg/kg) and xylazine (14
mg/kg) and decapitated. Subsequently, 300-um-thick parasagittal sec-
tions of cerebral sensorimotor cortex were prepared as described previ-
ously (Cauli et al., 1997). The slices were incubated at room temperature
(20-25°C) in artificial CSF (ACSF) containing (in mm): 126 NaCl, 2.5
KCl, 1.25 NaH,PO,, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 26 NaHCO3, 20 glucose, and 5
pyruvate, which was bubbled with a mixture of 95% O,/5% CO.,.

Whole-cell recordings. Slices were transferred to a chamber and per-
fused at 1-2 ml/min with ACSF at room temperature. Patch pipettes
(6—8 MQ), pulled from borosilicate glass, were filled with 8 ul of internal
solution containing (in mm): 123 K-gluconate, 21 KCI, 3 MgCl,, 0.5
EGTA, and 10 HEPES plus 2 mg/ml biocytin (Sigma, St. Louis, MO). In
the internal solution used for recording evoked postsynaptic currents (see
below), KCI was replaced by K-gluconate (144 mwm final). The pH was
adjusted to 7.2 and osmolarity to 285/295 mOsm. Whole-cell recordings
were made from neocortical neurons identified under infrared video
microscopy with Nomarski optics (Stuart et al., 1993) and with a patch-
clamp amplifier (Axopatch 200A, Axon Instruments, Foster City, CA).
Resting membrane potential was measured just after passing in whole-
cell configuration, and only cells with a resting membrane potential more
hyperpolarized than —50 mV were analyzed. All membrane potentials
were corrected for junction potential (—11 mV). Cells were maintained
at a holding potential of —71 mV by continuous current injection, and
their firing behavior was tested by applying depolarizing current pulses.
Action potential discharges were recorded by using the I-clamp fast mode
of the amplifier. The signals were filtered at 5 kHz, digitized at 10 kHz,
saved to a PC, and analyzed off-line with Acquisl software (Gérard
Sadoc, Gif-Yvette, France).

The nicotinic receptor agonist 1-1-dimethyl-4-phenyl-piperazinium
iodide (DMPP), S-hydroxytryptamine hydrochloride (5-HT), and the
5-HTj;R agonist 1-(m-chlorophenyl)-biguanide hydrochloride (m-CPBG;
Sigma) were added either to the bathing solution or were applied by
pressure from a large pipette onto the recorded neuron. The 5-HT;R
antagonist 3-tropanyl-indole-3-carboxylate hydrochloride (tropisetron,
ICS 205-930; Sigma) was added to the bathing solution.

Electrical stimulations were performed in the presence of D(—)-2-
amino-5-phosphopentanoic acid (D-AP-5) and 6-cyano-7-nitroquinox-
aline-2,3-dione (CNQX; Tocris, Ballwin, MO) by using conventional
glass electrodes filled with ACSF. The holding potential of the recorded
neurons was adjusted to the reversion potential of inhibitory currents in
our experimental conditions (=78 mV). We did not use GABA, recep-
tor antagonists in these experiments because of their reported lack of
selectivity within the GABA,, nicotinic, and 5-HT; receptor channel
superfamily (Mayer and Straughan, 1981; Demuro et al., 2001; Erkkila et
al., 2001). Stimulations (0.1-1 mA, 0.3 msec) were applied every 15 sec by
using a stimulation isolation unit (Isolator-11, Axon Instruments). For
each cell several locations of the stimulating electrode in the rostral local
environment of the recorded neurons (60-100 uM) were tested for their
ability to evoke postsynaptic currents. Hyperpolarizing voltage steps (5
mV) were applied before each stimulation to monitor passive electrical
properties of the recorded cell as well as the stability of access resis-
tances. Series resistances ranged from 15 to 30 M(, and a 50-70%
compensation was achieved routinely by using the amplifier adjustments.

Cytoplasm harvesting and reverse transcription. At the end of the record-
ing as much as possible of the content of the cell was aspirated into the
recording pipette by the application of a gentle negative pressure in the
pipette while maintaining the tight seal. Then the pipette was removed
delicately allowing, in most instances, outside-out patch formation. Next,
the content of the pipette was expelled into a test tube, and reverse
transcription (RT) was performed in a final volume of 10 ul as described
previously (Lambolez et al., 1992).

Multiplex PCR. Two steps of mPCR were performed essentially as
described previously (Ruano et al., 1995). The cDNAs present in 10 ul of
the reverse transcription reaction first were amplified simultaneously by
using all of the primer pairs described in Table 1 (for each primer pair
the sense and antisense primers were positioned on two different exons).
Taq polymerase (2.5 U; Qiagen GmbH, Hilden, Germany) and 10 pmol
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of each primer were added to the buffer supplied by the manufacturer
(final volume, 100 ul), and 20 cycles (94°C for 30 sec; 60°C for 30 sec;
72°C for 35 sec) of PCR were run. Second rounds of PCR were per-
formed by using 2 ul of the first PCR product as a template. In this
second round each cDNA was amplified individually with its specific
primer pair by performing 35 PCR cycles (as described above). Then 10
wl of each individual PCR was run on a 2% agarose gel, with ¢x174
digested by Haelll as a molecular weight marker and was stained with
ethidium bromide.

Identification of the PCR products. PCR-generated fragments obtained
from each cell were analyzed by fluorescence resonance energy transfer
(FRET) between two adjacent oligoprobes (purchased from Genset,
Paris, France; see Table 1) internal to the amplified sequence. The
upstream probe was FITC-labeled at the 3’ end (donor; excitation, 470
nm), and the downstream probe was Red705-labeled at the 5’ end
(acceptor; emission, 710 nm). FRET between the two fluorophores,
which can occur only when both probes are hybridized to their cognate
PCR fragment, was measured with a LightCycler instrument (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) that used the following pro-
tocol. At the end of the second PCR, 18 ul of the PCR was mixed with
the oligoprobes (each at 0.2 uM final) and EDTA (2 mM final) in a final
volume of 20 ul. After 10 sec of denaturation at 95°C and 1 min of
hybridization at 50°C, the FRET was measured continuously during a
ramp to 95°C (1°C/sec) and analyzed with the manufacturer’s software.

Test of the RT-mPCR protocol. The RT-mPCR protocol was tested on
500 pg of total RNA purified from rat neocortex (Chomczynski and
Sacchi, 1987). All of the transcripts were detected from 500 pg of
neocortical RNA, except for the 5-HT;g subunit, which was detected
from 10 ng of whole brain RNA. The absence of 5-HT;; mRNA detec-
tion from neocortical RNA is consistent with a recent report showing the
very low abundance of 5-HTsg transcripts in the rat CNS (Wang et al.,
2001). The sizes of the PCR-generated fragments were as predicted by
the mRNA sequences (see Table 1), and their identity was confirmed by
FRET between adjacent oligoprobes (as described above).

Intracellular labeling and immunocytochemistry. The slices containing
cells recorded and filled with biocytin were fixed overnight in 4% para-
formaldehyde in PBS at 4°C, rinsed six times in 0.1 M phosphate buffer
for 10 min, incubated for 30 min in PBS containing 70% methanol, and
rinsed three times in PBS supplemented with 0.1 M gelatin and 0.25%
Triton X-100 (GT-PBS) for 10 min. For the immunostaining of 5-HT
fibers, before biocytin revelation, the slices were incubated overnight
with rabbit antisera raised against serotonin (1:10,000; Diasorin, Stillwa-
ter, MN) in GT-PBS. Slices then were washed four times in GT-PBS for
10 min and incubated for 4 hr at room temperature with Streptavidin
Alexafluor 488 (1:1000; Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) and
Cy3-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:400; Chemicon, Temecula, CA);
they were diluted in GT-PBS and subsequently were rinsed twice in PBS.
The slices were mounted in Vectashield (Vector, Burlingame, CA) me-
dium for observation, and labeled cells were reconstructed with a con-
focal microscope (Leica, TCS NT, Mannheim, Germany).

RESULTS

The 5-HT;R is expressed by a subset of
VIP/CCK interneurons
To identify and characterize 5-HT;R-expressing neocortical neu-
rons, 13 pyramidal neurons and 94 interneurons from neocortical
layers I, II, III, and V were visually selected via infrared video
microscopy, electrophysiologically characterized, and analyzed by
single-cell RT-mPCR. All cells were classified as irregular spiking
(IS), fast spiking (FS), regular spiking nonpyramidal (RSNP), or
pyramidal neurons according to their action potential firing be-
havior (McCormick et al., 1985; Cauli et al., 1997, 2000; Porter et
al., 1998) after application of depolarizing current pulses. The
molecular analysis protocol was designed to probe for the mRNA
expression of the 5-HT;, subunit of the 5-HT;R in addition to
nine interneuron markers [GAD 65; GAD 67; three calcium
binding proteins: parvalbumin (PV), calretinin (CR), and calbi-
ndin (CB); and four neuropeptides: neuropeptide-Y (NPY), so-
matostatin (SOM), cholecystokinin (CCK), and vasoactive intes-
tinal peptide (VIP)].

The 5-HT;, mRNA expression was restricted to a small subset
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of neocortical neurons (n = 19 of 107) exhibiting the firing
properties of RSNP (n = 14) or IS (n = 5) interneurons. The
molecular profile of 5-HT; ,-expressing neurons is summarized in
Figure 1A4. The high occurrence of GAD 65, GAD 67, VIP, and
CCK (95, 89, 95, and 100%, respectively) indicated that the
5-HT5R was expressed selectively by GABAergic interneurons
that coexpressed VIP and CCK (VIP/CCK interneurons). As
documented previously (Morales and Bloom, 1997), 5-HT;,-
expressing neurons also showed substantial expression of CB and
CR (37 and 53%, respectively). Among VIP/CCK interneurons
(n = 41) we did not observe significant differences between the
expression profiles of 5-HTj;,-positive and 5-HT;,-negative in-
terneurons. 5-HT;, was expressed in 33% of the sampled CCK-
expressing interneurons and in 27% of those containing VIP
(data not shown). In addition, 5-HT55 subunit expression was
tested in 56 of the 107 neurons that were tested for 5-HT;,
expression. 5-HT;z was never detected, even in five 5-HT;4-
positive cells, suggesting that the 5-HT5Rs expressed in neocor-
tical interneurons were composed primarily of the 5-HT;,
subunit.

Figure 1B,C shows the molecular profiles of the two neuronal
populations that expressed the 5-HT;, subunit: IS interneurons
(n = 12) and RSNP VIP/CCK cells (n = 32). Consistent with
previous studies (Porter et al., 1998; Cauli et al., 2000), IS inter-
neurons frequently expressed VIP and CCK (83 and 75%, re-
spectively). Although our present sample of IS and RSNP VIP/
CCK cells differed by the occurrence of CR, NPY, and SOM (Fig.
1B,C), they exhibited a similar incidence of 5-HT;, expression
(42 and 38%), respectively). Indeed, previous studies have shown
that these two interneuron populations form a relatively homo-
geneous cell type (Cauli et al., 2000).

Functional 5-HT3;R expression by VIP/CCK

neocortical interneurons

The functionality of the 5-HT;Rs that were expressed by neocor-
tical interneurons was tested by local pressure application of 5-HT
(200 um, 50 msec) in 48 of the 107 neurons that were analyzed by
single-cell RT-mPCR (see above).

In nine interneurons (7 RSNP and 2 IS cells; see examples in
Fig. 2A4), 5-HT applications induced a rapid membrane potential
depolarization resulting, in most instances, in action potential
discharge (Fig. 2B1,B2). Voltage-clamp recordings from the same
neurons showed that 5-HT applications elicited inward currents,
with peak amplitudes ranging from —22 to —319 pA (mean, —125
pA) and a time course similar to that of the depolarization (rise
time, 2.5-5 sec and decay time, 15-30 sec; see examples in Fig.
2C1,C2). We observed that repetitive applications of 5-HT at 2
min intervals resulted in inward currents with no substantial
change in peak amplitude (data not shown). Responses to 5-HT
applications were blocked totally by the bath application of the
highly potent and selective 5-HT;R antagonist tropisetron (10
nm) (Fig. 2C1,C2). Recovery of the 5-HT-induced currents was
not observed even after 25 min of tropisetron washout. This was
consistent with previous studies that showed only partial recovery
after 0.5-1.5 hr of tropisetron washout (Ropert and Guy, 1991;
Kawa, 1994; McMahon and Kauer, 1997). RT-mPCR analyses of
5-HTj;-responsive cells consistently revealed the expression of the
5-HT;4 subunit in addition to GAD65 and/or GAD67, VIP, and
CCK (Fig. 2D1,D2). Conversely, the 5-HT;, mRNA was never
detected in unresponsive neurons. Occasionally 5S-HT application
induced a slowly developing depolarization (n = 1) or hyperpo-
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Figure 1. 5-HT;R is expressed selectively in a subset of GABAergic
interneurons coexpressing VIP and CCK. Single-cell RT-mPCR analyses
of 107 neocortical neurons, including 13 pyramidal cells and 94 interneu-
rons, revealed 5-HT;, expression in five IS and 14 RSNP interneurons.
The histogram in A4 illustrates the percentage of 5-HT;,-expressing IS
(dark gray) and RSNP (light gray) neurons that expressed each of the
biochemical markers. The high occurrence of GAD 65, GAD 67, VIP,
and CCK (95, 89, 95, and 100%, respectively) indicated that 5-HT;R
expression was restricted to a subset of neocortical GABAergic interneu-
rons coexpressing VIP and CCK. 5-HT;-expressing interneurons were
also characterized by a low occurrence of PV, SOM, and NPY (5, 16, and
21%, respectively) and the relatively frequent expression of CB and CR
(37 and 53%, respectively). B, C, Two histograms illustrating the molec-
ular profiles of IS interneurons and VIP/CCK RSNP cells. The 5-HT;,
mRNA was detected in 42% of IS and 38% of RSNP VIP/CCK inter-
neurons. No significant difference was observed between 5-HT;,-
expressing and 5-HT;-nonexpressing IS and RSNP VIP/CCK neurons.
The 5-HT;g subunit was never detected (56 neurons tested).

Férézou et al. e Serotonin Synaptically Excites VIP/CCK Neurons

A1 A2

RSNP VIP-CCK neuron IS neuron

I

50 mv

500 ms

B1 B2

50 mv
A e A

5-HT (200 pM) 5-HT (200 pM)

C1 C2

5-HT (200 pM)
¥ Tropisetron (10nM)

5-HT (200 uM)
¥ Tropisetron (10nM)

ctl 5s ctl

D1

603
310

Figure 2. Functional 5-HT;R expression by VIP/CCK interneurons. A,
In current-clamp mode the RSNP and IS neurons were identified by their
firing properties after depolarizing current injections (100 pA; holding
potential, =71 mV). The RSNP neuron exhibited a 50.9% reduction of
firing frequency along the discharge (A7), and the IS neuron showed an
initial burst of action potentials followed by irregularly emitted action
potentials (42). B, Local pressure applications of 5-HT (200 uMm, 50 msec)
induced fast membrane potential depolarizations in these neurons (BI,
B2). Note the action potential discharge in BI. C, In voltage clamp
(holding potential, —71 mV) the 5-HT applications induced inward cur-
rents (C1, —68.5 pA; C2, —67.5 pA) that were blocked by bath application
of tropisetron (10 nM). D, Agarose gel analysis of PCR products obtained
from these two 5-HTj-responsive neurons (D1, D2) revealed the expres-
sion of the 5-HT;, subunit together with GAD65 (and GADG67 in DI),
VIP, and CCK.
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larizations (n = 2) of small amplitude. These slow responses were
not associated with 5-HT;R expression (data not shown).

Consistent with the GABAergic nature of 5-HT3R-expressing
cells, the selective agonist mCPBG has been reported to induce
IPSCs in neocortical neurons (Zhou and Hablitz, 1999). Indeed,
the bath application of mCPBG (100 uM, 15 sec) in the presence
of CNQX (10 um) and p-AP-5 (50 um) increased the frequency
of spontaneous IPSCs in three of seven interneurons that were
tested (data not shown). In these neurons recorded in voltage-
clamp mode at a holding potential of —80 mV, mCPBG induced
a mean 3.3-fold increase in the frequency of IPSCs but did not
affect their amplitudes. Hence, these observations demonstrated
a good correspondence between the 5-HT;, expression and phys-
iological 5-HT;R responses, indicating that the 5-HT;, subunit
expressed by VIP/CCK GABAergic interneurons forms func-
tional 5-HT;Rs.

Close apposition of serotonergic fibers with dendrites
and somata of 5-HT;R-expressing neurons

Within the neocortex, serotonergic (5-HT) fibers originating from
the brainstem raphe nuclei project broadly and diffusely and
constitute the only source of 5-HT (Mulligan and Tork, 1988;
Seguela et al., 1989; DeFelipe et al., 1991; Hornung and Celio,
1992; Smiley and Goldman-Rakic, 1996). To investigate whether
these fibers could exert fast synaptic excitation of 5-HT;R-
expressing interneurons, we combined intracellular biocytin la-
beling of recorded neurons with 5-HT immunostaining. 5-HT;R-
expressing interneurons were identified by the local pressure
application of mCPBG (100 uM, 50 msec). Like for 5-HT, re-
sponses to mCPBG consisted of rapid membrane potential depo-
larizations leading to action potential discharges (Fig. 341,BI).
Examples of confocal reconstructions are shown for two
mCPBG-responsive RSNP neurons from layer V (Fig. 342) and
layer 11 (Fig. 3B2). Neurons responsive to mCPBG (n = 8)
exhibited a bipolar/bitufted morphology, typical of VIP/CCK
interneurons (Morrison et al., 1984; Kawaguchi and Kubota,
1996; Bayraktar et al., 1997, 2000; Kubota and Kawaguchi, 1997;
Porter et al., 1998). Immunocytochemical staining of 5-HT re-
vealed an intricate network of thin, varicose, and tortuous fibers
for which the overall distribution and orientation pattern were
consistent with earlier descriptions (Lidov et al., 1980; Papado-
poulos et al., 1987a). The density of 5-HT fibers coursing in the
vicinity of the labeled neurons was highly variable (Fig. 342,B2).
However, in each case it was possible to highlight close apposi-
tions of 5-HT-containing varicosities onto the soma and dendrites
of mCPBG-responsive neurons (as seen at higher magnification
in Fig. 343-47,B3,B4), suggestive of possible synaptic contacts.

Evoked synaptic responses mediated by the 5-HT;R

To assess the presence of functional serotonergic synapses, we
attempted to stimulate 5-HT fibers by performing local electrical
stimulation in the vicinity of 5-HT;R-expressing interneurons. In
this set of experiments 99 neurons were recorded in current-
clamp mode and, after characterization of their firing properties,
were exposed to bath application of 5-HT (10 um, 10 sec). In this
case 5-HT was preferred to mCPBG because this latter agonist
induced significantly longer desensitization (data not shown) (see
also Kawa, 1994). Electrical stimulation of 5-HT fibers was at-
tempted for four IS and 20 RSNP interneurons that exhibited
rapid depolarization in response to 5-HT application. Voltage-
clamp recordings of these neurons were performed in the pres-
ence of D-AP-5 (20 um) and CNQX (10 uM) to prevent glutama-
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Figure 3. 5-HT-containing fibers form close appositions with 5-HT;-
responsive neurons. Confocal reconstruction shows two mCPBG-
responsive neurons from layers V (42) and II (B2) labeled by biocytin
(green) and immunostained 5-HT-containing fibers (red). Responses to
local pressure applications of mCPBG (100 uMm, 50 msec), a selective
5-HT5R agonist, consisted of membrane potential depolarizations sur-
mounted by action potentials (41, BI). Confocal reconstructions shown in
A2 and B2 (scale bars, 20 um) consisted of a z-series of 48 and 28 images,
respectively, projected in one layer via the maximum intensity method
(the spacing of successive z-images was 1 wm). mCPBG-responsive neu-
rons exhibited a bipolar morphology, typical of VIP/CCK-expressing
interneurons. 5-HT immunostaining showed thin varicose fibers coursing
in the vicinity of these neurons. As seen at higher magnification (6X) on
unitary z-images, 5-HT-containing varicosities were in close apposition to
the soma (44, A5, B3) or dendrites (43, A6, A7, B4) of mCPBG-
responsive neurons.

tergic transmission and at a holding potential of —78 mV, which
corresponded to the reversal potential of GABA, receptor-
mediated events. The effective block of glutamatergic and
GABAergic postsynaptic currents in these conditions was verified
in each recorded cell (data not shown). Because it is not possible
to predict the exact trajectory of 5S-HT fibers in acute neocortical
slices, electrical stimulations were applied at different sites in the
rostral environment of the recorded neurons (distance between
stimulating and recording electrodes varied from 60 to 100 pwm).
For five 5-HT-responsive RSNP neurons the electrical stimula-
tions evoked fast EPSCs of large amplitude that were blocked by
tropisetron. Examples of these evoked EPSCs recorded in a layer
II RSNP cell are shown in Figure 4. Local electrical stimulation
applied in layer I ~100 um away from the soma of this cell
induced fast EPSCs (Fig. 44, black arrow) with a latency of 2.3 *
0.2 msec (measured between the beginning of the stimulation
artifact and the peak of the EPSCs) and a steady amplitude of
—287 = 13 pA (mean = SD for 10 successive events) (Fig. 44,C).
The rise time (10-90%) of EPSCs was 0.29 msec, and their decay
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Figure 4. Serotonergic synaptic transmission in 5-HT;-responsive cells.
A 5-HT-responsive RSNP interneuron located in layer II was recorded in
voltage-clamp mode at a holding potential of —78 mV (corresponding to
the reversal potential of GABA ,-mediated events). Electrical stimulation
(0.2 mA; 0.067 Hz) applied in layer I, ~100 pm above the soma of this
neuron, evoked D-AP-5/CNQX-resistant EPSCs. The example of evoked
D-AP-5/CNQX-resistant EPSCs shown in 4 had an amplitude of —310
pA and a latency to peak of 2.25 msec. For this EPSC the rise time was
0.29 msec (10-90%), and the decay was fit with two exponentials with
time constants of 0.65 msec (87%) and 2.63 msec (13%). The same EPSC
shown in B at a different time scale was followed by a slowly inactivating
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was well fit with two exponentials, with time constants of 0.62 *
0.03 msec (84% of decay) and 3.16 = 0.73 msec (16% of decay,
mean * SD, for 10 successive events). A slowly inactivating
outward current was apparent at the end of the EPSCs (13.9 = 3.7
pA) (Fig. 4B, arrowhead). 1t is likely that this outward current
partly contributed to the very fast decay of the EPSCs.

As shown in Figure 4A4,B, these D-AP-5/CNQX-resistant
postsynaptic currents were blocked completely by bath applica-
tion of tropisetron (1 nm), suggesting that both inward and out-
ward currents resulted from the activation of 5-HT;Rs. It is
known that 5-HT5Rs are highly permeable to calcium (Yang et
al.,, 1992; Brown et al., 1998). The slowly inactivating outward
current therefore might be attributable to calcium-activated po-
tassium conductances (Sah, 1996). Figure 4C shows the steady
amplitude of the 5-HT5R postsynaptic responses and their com-
plete block by tropisetron 2.5 min after the beginning of the bath
application. Similar results were obtained for the other four cells
showing D-AP-5/CNQX-resistant evoked EPSCs.

In our sample of five neurons showing b-AP-5/CNQX-resistant
EPSCs, the mean EPSC amplitude was —240.8 = 50 pA, and the
mean latency to peak was 1.6 = 0.9 msec (ranging from 0.8 to 3.1
msec). Mean decay time constants were 0.71 = 0.03 msec (fast
exponential, 84%) and 4.84 = 1.96 msec (slow exponential, 16%).
The mean amplitude of the slowly inactivating outward current
was 5.25 * 2.04 pA. The p-AP-5/(CNQX-resistant evoked
postsynaptic currents of all five cells were blocked totally by the
bath application of tropisetron (1 nm) in 2-3 min, indicating that
they were mediated by 5-HT5R activation. The 5-HT;R-mediated
EPSCs exhibited an “all-or-none” behavior because their ampli-
tude did not vary according to the stimulation intensity. Further-
more, within each neuron the response-to-response amplitude
variability was very small (6 = 3%), and, once effective location
and intensity of stimulation was found, no transmission failure
was observed. The latencies appeared to be correlated to the
distance of the stimulation electrode from the recorded neurons.
The low conduction velocity of 5-HT fibers (Jones, 1982; Gold-
finger et al., 1992), together with their tortuous topology, also
could explain the large latency variability. We did not detect
D-AP-5/CNQX-resistant evoked postsynaptic currents in any of
the remaining 19 cells that responded to 5-HT application (see
above). In addition, three IS, nine RSNP, and four pyramidal
neurons that did not respond to 5-HT bath application were also
tested as negative controls. No D-AP-5/CNQX-resistant postsyn-
aptic currents were recorded in these cells.

These results indicated that 5-HT;Rs can mediate fast synaptic
excitation of 5-HT;-expressing VIP/CCK neocortical interneu-
rons by fibers originating from the raphe nucleus.

Convergence of fast serotonergic and nicotinic

pathways on a subset of VIP/CCK interneurons

It has been shown previously that nicotinic receptor agonists
selectively excite a subpopulation of GABAergic interneurons
coexpressing VIP and CCK via the activation of somatodendritic
nicotinic receptors containing the a4, a5, and 82 subunits (Porter
et al.,, 1999). To establish whether 5-HT; and nicotinic receptors

«

outward current (17 pA; arrowhead). Both the EPSC and the outward
current were blocked completely by the 5-HT;R antagonist tropisetron
(4, B). C shows the steady amplitude of the evoked EPSCs (mean,
—287 *= 13 pA for 10 successive events) that were blocked completely by
tropisetron 2.5 min after the beginning of the bath application.
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Figure 5. 5-HT;R expression is restricted to a subset of DM PP-sensitive
interneurons. On 86 recorded neurons we successively applied mCPBG
(local pressure application, 100 wMm; 50 msec) and the nicotinic agonist
DMPP (bath application, 100 um). All of the mCPBG-responsive neu-
rons (n = 7) also responded to DMPP (A4). However, 42 neurons re-
sponded only to DMPP (B), and 37 neurons did not show any response
(data not shown). DMPP responses were not affected by tropisetron (1
nM; data not shown).

are expressed by the same interneurons, we sequentially applied
mCPBG (100 uM; local pressure application), and the nicotinic
agonist DMPP (100 wwm; bath application) to another set of
nonpyramidal neurons (n = 86, including 79 RSNP, 3 FS, and 4
IS cells). All of the mCPBG-responsive neurons (n = 7) also
responded to DMPP (Fig. 54). Forty-two neurons responded
only to DMPP (Fig. 5B), and 37 neurons were not responsive to
either mCPBG or DMPP (data not shown). Neurons responsive
only to mCPBG were not observed in our sample. Neurons
responding only to DMPP showed a lower occurrence of CCK
(35% in 20 neurons that were analyzed molecularly; data not
shown) compared with 5-HT3R-expressing neurons (100%; see
above). No other significant difference was observed among their
firing patterns, morphologies, or molecular profiles. Therefore,
these data indicated that 5-HT;R-expressing neurons represented
a subset of DM PP-responsive interneurons. It must be noted that
no nicotinic receptor-mediated EPSC was observed in the above
stimulation experiments despite the reported existence of cholin-
ergic synaptic junctions in the neocortex, albeit at a low incidence
(Chedotal et al., 1994; Umbriaco et al., 1994). The fact that
DMPP responses were not affected by tropisetron (1 nm; n = 3
responsive neurons; data not shown) confirms that the above
D-AP-5/CNQX-resistant EPSCs indeed were mediated by
5-HT;Rs.

DISCUSSION

In the present study we found that, in the rat neocortex, 5-HT5R
expression was restricted to a subset of IS and RSNP GABAergic
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interneurons that coexpressed VIP and CCK. The occurrence of
evoked fast EPSCs mediated by 5-HT;Rs in these interneurons
suggested that they received synaptic inputs from the raphe
nuclei, as further emphasized by the presence of close appositions
between 5-HT-immunostained nerve terminals and 5-HT;R-
responsive neurons. Finally, 5-HT;R-responsive interneurons
represented a subset of interneurons responding to nicotinic
agonists.

5-HT;R is expressed selectively by a subset of VIP/
CCK-expressing GABAergic interneurons

Using single-cell RT-mPCR, we probed for the expression of both
5-HT;, and 5-HT;g subunits in neocortical neurons. We found
that the expression of the 5-HT,;, subunit was selective for
VIP/CCK-expressing GABAergic interneurons. In contrast, no
5-HT,y transcripts were detected, either at the single neuron level
or in total neocortical RNA preparations (see Materials and
Methods). Together, the present results agree with previous find-
ings of the neocortical expression of 5-HT;Rs demonstrated by
radioligand binding, in situ hybridization, and immunocytochem-
istry (Kilpatrick et al., 1987, 1988; Barnes et al., 1990; Gehlert et
al., 1991; Laporte et al., 1992; Morales et al., 1996a, 1998; Morales
and Bloom, 1997) but further indicate that these receptors are
composed primarily with the 5-HT;, subunit.

Consistent with previous studies, we detected 5-HT;R expres-
sion only in CCK-containing GABAergic interneurons that also
expressed CB and CR (Morales et al., 1996a; Morales and Bloom,
1997). 5-HT;-expressing neurons represented 33% of our CCK-
positive interneurons, in accordance with an earlier study (Mo-
rales and Bloom, 1997). Assuming that CCK is expressed by 10%
of interneurons (Demeulemeester et al., 1988) and that interneu-
rons represent 20% of neocortical neurons, 5-HT;R would be
expressed in 0.7% of the neurons in the neocortex. In the present
study we found that 5-HT;R-containing interneurons were also
characterized by VIP expression, which is coexpressed mainly
with CCK in the neocortex (Papadopoulos et al., 1987b; Kubota
and Kawaguchi, 1997; Cauli et al., 2000). 5-HT;,-expressing
neurons represented 27% of our sampled VIP-positive neurons.
A similar assumption as above with VIP (present in ~20% of
neocortical interneurons; Kubota et al., 1994; Cauli et al., 1997)
indicates the expression of 5-HT5R in 1% of the neurons in the
neocortex. 5-HT;R-expressing neurons therefore would represent
0.7-1% of neocortical neurons.

5-HT;R-expressing neurons exhibited IS or RSNP firing prop-
erties with an IS/RSNP proportion (0.35) similar to that we
reported previously for VIP/CCK interneurons (0.5; Cauli et al.,
2000). Conversely, the proportion of 5-HT;-positive cells in our
sampled IS neurons (42%) was equivalent to that observed in
RSNP VIP/CCK interneurons (38%). Together, the present re-
sults support our previous studies indicating that neocortical IS
and RSNP VIP/CCK interneurons form a relatively homoge-
neous cell type (Cauli et al., 2000), also characterized by the
selective expression of postsynaptic nicotinic receptors (Porter et
al., 1999).

Selective excitation of neocortical VIP/CCK
interneurons mediated by the 5-HT;Rs

We observed an excellent correlation between 5-HT-evoked
rapid depolarizing responses blocked by tropisetron and the
expression of the 5-HT; 4 subunit in VIP/CCK interneurons. This
clearly indicated that the 5-HT;R-mediated excitation of these
interneurons was attributable to the activation of postsynaptic
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receptors. This is in agreement with immunocytochemical studies
that described a dense labeling of neocortical interneuron somata
with 5-HT;R antibodies (Morales et al., 1996b; Morales and
Bloom, 1997; Jakab and Goldman-Rakic, 2000). A similar excita-
tion of interneurons via somatodendritic 5-HT;Rs has been re-
ported in hippocampal (Kawa, 1994; McMahon and Kauer, 1997)
and neocortical layer I (Zhou and Hablitz, 1999) interneurons. As
described by these authors, 5-HT5R activation resulted in an
inward current that showed a large amplitude variability from one
cell to another (from 22 to 319 pA). The present results provide
a direct correlation between the expression of native 5-HT;,
receptors and their ligand-gated ion channel function.

Coexpression of 5-HT;Rs and nicotinic receptors in
VIP/CCK interneurons

Because IS interneurons and RSNP cells coexpressing VIP and
CCK had been shown previously to be responsive selectively to
nicotinic stimulation (Porter et al., 1999), we investigated whether
the same interneurons could be excited by both 5-HT;R and
nicotinic agonists (mCPBG and DMPP, respectively). We found
that all mCPBG-responsive cells also responded to DM PP and
therefore represented a subgroup (14%) of DMPP-responsive
neurons. This finding discloses a remarkable convergence be-
tween putative serotonergic and cholinergic fast transmission in
the same interneuron subtype.

Nicotinic receptors expressed by VIP/CCK interneurons are
formed with a combination of the a4, 5, and B2 subunits (Porter
et al,, 1999). It has been shown that the 5-HT;, subunit can
coassemble with the a4 nicotinic subunit in heterologous expres-
sion systems to form functional hybrid receptors that are acti-
vated by 5-HT5R agonists, but not by nicotinic agonists (van
Hooft et al., 1998; Kriegler et al., 1999). Our results suggest that
both the nicotinic &4 and the 5-HT;, subunits can be expressed
in the same interneurons and thus open the possibility that such
hybrid receptors exist in native conditions. The absence of dis-
criminative pharmacological tools did not allow us to investigate
the existence of 5-HT;,—a4 hybrid receptors. However, if
5-HT;4-expressing interneurons contain such hybrid receptors,
they also express “pure” nicotinic receptors, because all of them
also responded to DMPP.

5-HT;Rs mediate fast synaptic excitation of VIP/CCK
neocortical interneurons

Many histochemical studies have reported a dense innervation of
neocortical interneurons by serotonergic fibers originating from
the midbrain raphe nuclei (Mulligan and Tork, 1988; Seguela et
al., 1989; DeFelipe et al., 1991; Hornung and Celio, 1992; Smiley
and Goldman-Rakic, 1996). In addition, at the electron micros-
copy level it has been shown that some of the 5-HT varicosities
form identifiable synapses onto their cortical targets (Descarries
et al., 1975; Papadopoulos et al., 1987a; Seguela et al., 1989;
Smiley and Goldman-Rakic, 1996; Paspalas and Papadopoulos,
2001). In the present study, using two-channel confocal micros-
copy, we observed close appositions of 5-HT fibers on the den-
drites and somata of 5-HT;R-expressing interneurons, suggestive
of possible synaptic contacts.

In five neurons showing fast depolarizing responses to 5-HT,
electrical stimulation evoked robust D-AP-5/CNQX-resistant EP-
SCs of large amplitude. The complete block of these currents by
the highly selective antagonist tropisetron indicated that they
resulted from the activation of 5-HT;Rs. The short mean latency
to peak of these EPSCs (1.6 msec), together with the absence of
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serotonergic neocortical intrinsic neurons, indicates that the
tropisetron-sensitive EPSCs were attributable to the stimulation
of 5-HT fibers originating from the raphe nuclei. Although
5-HT;R-mediated synaptic responses have been reported previ-
ously (Sugita et al., 1992; Roerig et al., 1997), we establish here a
clear correlation between the functional expression of the
5-HT;4 receptor subunit in VIP/CCK GABAergic interneurons
and its synaptic activation by serotonergic afferent fibers.

The most remarkable characteristics of the 5-HT;R-mediated
EPSCs were their “all or none” behavior and their high ampli-
tude, suggesting that they resulted from the stimulation of a single
5-HT fiber, which probably excited the neuron via multiple syn-
aptic contacts. Indeed, the amplitude of the EPSCs (—240 = 50
pA) was always superior to that necessary to induce action po-
tential discharge in these neurons (below 50 pA at a membrane
potential of —71 mV), suggesting that a single raphe serotonergic
neuron could synchronize the activity of its VIP/CCK neocortical
interneuron target.

Because 5-HT;Rs appear to mediate fast direct synaptic exci-
tation from the raphe nucleus to neocortical interneurons, their
selective expression by the VIP/CCK GABAergic subtype may
have important functional implications. It is known that pepti-
dergic release requires higher levels of activity than that of
classical neurotransmitters (for review, see Zupanc, 1996). It
might be hypothesized that, with the excitation via SHT;Rs,
VIP/CCK interneurons would reach the activity threshold of
CCK release. Synaptic activation of neocortical VIP/CCK inter-
neurons by the raphe serotonergic system therefore might provide
a functional and cellular explanation to the well known involve-
ment of both SHT;R and CCK in anxiety and other emotional
disorders (for review, see van Megen et al., 1996).
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2. LEs INTERNEURONES VIP/CCK ET LA MODULATION DE
L’ACTIVITE NEOCORTICALE PAR LE SYSTEME OPIOIDE ENDOGENE.

2.1. PRESENTATION DE L’ARTICLE 2 : « The Cellular Crosstalk Between Nicotine
And Morphine In The Neocortex. »

2.1.1. INTRODUCTION.

Les données présentées jusqu’ici indiquent que les interneurones VIP/CCK
jouent un role spécifique dans la modulation de l'activité du réseau néocortical

par les systémes cholinergiques et sérotoninergiques ascendants.

Une étude immunocytochimique a révélé que, dans le néocortex de rat, les
interneurones GABAergiques qui contiennent le neuropeptide VIP expriment
sélectivement le récepteur opioide de type p ainsi que la préproenképhaline (Taki
et al., 2000). Ces résultats suggerent, tout d’abord, que les interneurones
VIP/CCK pourraient constituer une cible préférentielle de I’action des substances
opiacées telles que la morphine dans le néocortex. De plus, parce que la
préproenképhaline donne naissance a des peptides opioides capables d’activer
les récepteurs opioides de type p, ces données indiquent qu’il pourrait exister
une boucle d’autorégulation opioide, de type paracrine ou autocrine, au sein de

cette population d’interneurones.

Pour aller plus loin dans I’exploration fonctionnelle des interneurones VIP/CCK,
j'ai donc entrepris d’étudier la maniere dont le systeme opioide peut réguler leur
activité.

En outre, Berrendero et collaborateurs (2002) ont récemment mis en évidence
I'implication du récepteur opioide de type p dans les réponses comportementales
induites par la nicotine. En effet, ils ont montré que, chez des souris pour
lesquelles le gene codant pour le récepteur opioide de type p a été invalidé, les
effets de récompense induits par la nicotine sont supprimés, et le syndrome

somatique de sevrage a la nicotine est atténué.

Ces données ont tout particulierement attiré notre attention. En effet, les
interneurones VIP/CCK étant susceptibles d’exprimer a la fois Ila
préproenképhaline, le récepteur opioide de type p, et des récepteurs a haute
affinité pour la nicotine comprenant les sous-unités a4 et B2, ils constituent un
lien cellulaire potentiel entre les systémes nicotiniques et opioides dans le

néocortex.
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2.1.2. RESULTATS.

2.1.2.1. Expression Sélective de Récepteurs Opioides de Type p Fonctionnels par
les Interneurones VIP/CCK.

Dans cette étude, les neurones néocorticaux exprimant le récepteur opioide de
type u ont été identifiés et caractérisés, a 'aide de la méthode de patch-clamp
couplée a la RT-PCR sur cellule unique, dans les couches I a V de néocortex de

rats agés de 14 a 21 jours.

Sur 57 cellules pyramidales et 197 interneurones ainsi analysés, I’ARN messager
codant pour le récepteur opioide de type p a été détectée dans 42 neurones qui
exprimaient tous les enzymes de synthese du GABA. Le profil moléculaire de ces
interneurones a révélé I'expression fréquente des neuropeptides VIP et CCK (86
et 63 %, respectivement). Enfin, nous avons également détecté I’ARN messager

codant pour la proenképhaline dans une majorité de ces interneurones (55 %).

La fonctionnalité des récepteurs opioides de type p exprimés par ces neurones a
été testée a 'aide d’un agoniste sélectif de ce récepteur, le DAMGO ([D-Alas,N-
Me-Phe4,Glys-ol]-enképhaline). Les interneurones exprimant le récepteur opioide
de type n ont répondu a l'application de DAMGO par une hyperpolarisation
inhibitrice, due a l’activation d’un courant sortant. L’observation de telles
réponses en présence de tétrodotoxine, agent bloquant de la propagation des
potentiels d’action, indique qu’elles résultent de I'activation de récepteurs post-

synaptiques.

Des expériences complémentaires ont révélé que le courant induit par le
DAMGO dans les interneurones présente une rectification entrante, que son
potentiel d’inversion est proche du potentiel d’équilibre du potassium, et qu’il
est sensible a de faibles concentrations extracellulaires de Barium. Ces données
suggerent que l'activation du récepteur opioide de type p conduit a I'ouverture
de canaux potassiques a rectification entrante couplés aux protéines G dans le

néocortex.

Ces résultats, en accord avec les données obtenues par immunocytochimie
confirment l'expression sélective des récepteurs opioides de type p dans une
population restreinte d’interneurones GABAergiques du néocortex. Le profil
moléculaire de ces interneurones indique qu’ils appartiennent a la population
des interneurones de type VIP/CCK. Enfin, les données électrophysiologiques
révelent que l'activation récepteurs opioides de type p dans ces interneurones
peut induire une réponse post-synaptique inhibitrice via 'ouverture de canaux

potassiques.
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2.1.2.2. Convergence des Systemes Nicotiniques et Opioides de Type p au Niveau
des Interneurones VIP/CCK.

Par la suite, nous avons voulu déterminer dans quelle mesure ces récepteurs
opioides de type p et les récepteurs nicotiniques sont co-exprimés au sein de la
population des interneurones VIP/CCK. Dans cet objectif, jai appliqué un
agoniste sélectif des récepteurs nicotiniques, le DMPP (1-1-dimethyl-4-phenyl
piperazinium), et le DAMGO, successivement, sur les mémes interneurones, en
présence de tétrodotoxine. J'ai ainsi observé que 95 % des interneurones
répondant au DMPP (n=38) étaient également sensibles au DAMGO. De maniere
similaire, 97 % des neurones répondant au DAMGO (n=36), ont présenté des
réponses lors de l'application de DMPP. Ces résultats indiquent une co-

localisation quasi totale des récepteurs post-synaptiques nicotiniques et opioides

de type p.

Pour savoir comment les signaux transmis par ces deux types de récepteurs sont
intégrés par les interneurones, j'ai effectué par la suite une série d’expériences
consistant a observer l'effet du DMPP sur les interneurones en I'absence ou en
présence de DAMGO. J’ai ainsi observé que I'excitation induite par le DMPP, qui
résulte en une forte décharge de potentiels d’action, était abolie par 'application
de DAMGO. En présence de tétrodotoxine, I'amplitude de la dépolarisation
induite par le DMPP était fortement réduite par l'application de DAMGO. Ces
résultats indiquent qu'une intégration des signaux nicotiniques et opioidergiques

a lieu, au niveau somato-dendritique, dans les interneurones VIP/CCK.

Les conséquences de cette intégration sur les cibles post-synaptiques des
interneurones VIP/CCK ont par la suite été étudiées. Comme précédemment le
DMPP était appliqué, dans la solution extracellulaire, en 1'absence ou en présence
de DAMGO. Ainsi, dans 6 cellules pyramidales et 1 interneurone, le DMPP a
induit une forte augmentation de la fréquence et de I'amplitude des courants
post-synaptiques inhibiteurs. Ces réponses a l'application de DMPP étaient
totalement bloquées en présence de DAMGO.

Ces résultats ont permis de confirmer la co-localisation des récepteurs
nicotiniques et opioides de type p au sein d'une méme population
d’interneurones GABAergiques. De plus, ils révélent que la modulation de
I'activité des interneurones VIP/CCK a une forte influence sur celle des cellules
pyramidales. Ainsi, 1'effet désinhibiteur des agonistes opioidergiques qui a été
rapporté a plusieurs reprises (Zieglgansberger et al., 1979; Madison & Nicoll, 1988)
résulte, dans le néocortex, de I'inhibition sélective des interneurones VIP/CCK

sensibles a la nicotine.
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2.1.23. Mise en FEvidence d'une Boucle de Régulation Enképhalinergique

Autocrine Activée par la Stimulation Nicotinique des Interneurones VIP/CCK.

Nos résultats, en accord avec les données obtenues par immunocytochimie
indiquent que les interneurones VIP/CCK expriment la proenképhaline, et donc
qu’il peuvent libérer des peptides opioides tels que la Met- enképhaline ou la
Leu-enképhaline. Ces peptides sont des agonistes puissants des récepteurs
opioides de type p. Nous avons donc voulu établir dans quelle mesure la
stimulation des interneurones VIP/CCK par les agonistes nicotiniques est
susceptible d’induire une libération de ces peptides et, par voie de conséquence
I'activation des récepteurs opioides de type p. Pour aborder cette question, j'ai
enregistré des cellules pyramidales et effectué des applications prolongées de
DMPP en l'absence, ou en présence, d'un antagoniste sélectif des récepteurs
opioides de type p, le CTOP (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NHo).

En condition contréle, I'application prolongée de DMPP induisait tout d’abord
une augmentation de la fréquence des événements post-synaptiques inhibiteurs.
Puis, dans une seconde phase, cette fréquence diminuait pour atteindre des
valeurs inférieures a celles enregistrées avant l'application de DMPP. En
présence de CTOP une seule phase a été observée, I'application de DMPP
provoquait une augmentation de fréquence plus importante des éveénements
post-synaptiques inhibiteurs et, apres cette réponse, la fréquence des courants
post-synaptiques inhibiteurs retrouvait sa valeur initiale. Ces résultats indiquent
que la dépression de la transmission GABAergique observée en l'absence de
CTOP résulte de 'activation des récepteurs opioides de type p. Ces expériences
ont donc permis de valider I'hypothese selon laquelle I'activation nicotinique des
interneurones VIP/CCK peut induire une libération d’enképhalines endogenes,
capables d’activer, dans un mécanisme auto/paracrine, les récepteurs opioides
de type p. De plus, ces résultats indiquent que ce mécanisme conduit a une
dépression notable de la transmission GABAergique originaire des neurones
sensibles a la nicotine et donc a une désinhibition des cellules principales du
néocortex. Cette boucle d’autorégulation enképhalinergique spécifique des
interneurones VIP/CCK, conditionne trés certainement la maniére dont leur
activation physiologique se répercute sur le réseau néocortical (Cf. Discussion

Générale).

2.1.3. DISCUSSION.

Les effets de dépendance induits par la consommation chronique de nicotine,
comme de nombreuses autres drogues, sont généralement attribués a la

stimulation de voies dopaminergiques méso-limbiques et méso-corticales
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(Robbins & Ewveritt, 1999). Cependant, depuis le début des années 1980, de
nombreuses études pharmacologiques et comportementales ont rapporté la
participation du systéme opioide endogéne dans les effets d’antinociception, de
récompense et de dépendance physique induits par la nicotine (pour revue, voir
Pomerleau, 1998). Ceci a été récemment confirmé par l'observation d'une
altération de ces effets chez des souris dont le gene du récepteur opioide de type
1 a été invalidé (Berrendero et al., 2002). Carboni et collaborateurs (2000) ont mis
en évidence une composante opioidergique, indépendante des voies
dopaminergiques, dans les mécanismes responsables des syndromes somatiques
liés au sevrage d’animaux traités chroniquement a la nicotine. Ainsi, la
diminution de la stimulation des voies dopaminergiques, dites de récompense,
lors du sevrage a la nicotine serait responsable des symptomes de type
dépressifs, alors que les réponses de type anxiété, irritabilité, seraient plutot
attribués a une composante opioidergique (Malin, 2001). Cependant, ces
approches comportementales ne permettent pas d’identifier les composants

cellulaires responsables de telles interactions.

Au sein du néocortex nous avons observé que la nicotine peut induire une
libération d’enképhalines endogenes qui résulte en une désinhibition des cellules
principales, par un mécanisme cellulaire spécifique des interneurones VIP/CCK.
Ce mécanisme pourrait participer aux effets positifs de la nicotine sur les
performances cognitives (Levin, 1992), mais également aux réponses liées a la
consommation chronique de nicotine. Les données dont nous disposons
actuellement sur les interneurones VIP/CCK indiquent qu’ils représentent un
point de convergence remarquable entre de nombreuses voies de
neurotransmission/neuromodulation impliquées dans les états émotionnels et
motivationnels (Cf. Discussion Générale). Nous avons notamment mis en évidence
I'expression de récepteurs 5-HT3 dans une sous-population d’interneurones
VIP/CCK sensibles a la nicotine (Cf. Article 1). Des expériences complémentaires
effectuées en présence de tétrodotoxine ont révélé que tous les neurones sensibles
a un agoniste sélectif du récepteur 5-HT3 répondent également a l'application
d’agonistes nicotiniques et opioidergiques de type p (n=19, résultats non illustrés).
Les effets anxiolytiques des antagonistes des récepteurs 5-HT3 ont été rapportés
a plusieurs reprises (Jones et al., 1988; Costall et al., 1990; Roychoudhury & Kulkarni,
1997). De maniere similaire, la CCK est bien connue pour ses effets anxiogenes
puissants (van Megen et al., 1996). Ces données suggerent que les interneurones
VIP/CCK participent aux effets émotionnels et motivationnels induits par la
consommation de nicotine. Cependant, il est encore difficile, a I'heure actuelle de
spéculer sur la maniere dont les interactions entre ces différents systemes de
neurotransmission, sont susceptibles de se répercuter sur les réponses

comportementales induites par la nicotine.
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Des études indiquent que les effets de la nicotine pourraient étre relayés par le
systeme opioide (enképhalines/récepteur de type p), dans un mécanisme
cellulaire, similaire a celui que nous avons observé, au niveau d’autres structures
du systéme nerveux central. En effet, une augmentation du niveau d’expression
de la préproenképhaline a été détectée, a la suite d'un traitement aigu a la
nicotine, dans le striatum et I'hippocampe (Houdi et al., 1998). Dans le cas de
traitements chroniques a la nicotine, le niveau d’expression de Ia
préproenképhaline était notablement diminué dans ces structures, et présentait
un rebond spectaculaire lors de la cessation du traitement. Parallelement a ces
données, une diminution de Met-enképhaline accompagnée d’une augmentation
de I'expression des récepteurs opioides de type p a été rapportée dans le striatum
d’animaux traités chroniquement a la nicotine (Wewers et al., 1999). Ces résultats
suggerent que le mécanisme de libération d’enképhaline suivie de l'activation
des récepteurs opioides de type p que nous avons mis en évidence au niveau du
néocortex n'est vraisemblablement pas exclusif a cette structure, et qu’il est
probablement sujet a de fortes adaptations dans des conditions de traitement
chronique, puis de sevrage a la nicotine. Il serait donc particuliérement pertinent

d’étudier I'évolution de ce mécanisme dans de telles conditions.

A l'heure actuelle, de nombreuses données indiquent que les circuits neuronaux
qui participent aux phénomenes de dépendance aux drogues telles que la
nicotine ou les substances opiacées, sont intimement liés a ceux que l'on sait
impliqués dans les processus d’apprentissage et de mémoire (Nestler, 2002).
Ainsi, diverses structures sont considérées comme centrales dans les processus
d’adaptation moléculaire et cellulaire liés a l'apprentissage mais aussi a la
dépendance. On citera pour exemple : I'hippocampe, structure particuliérement
importante pour la mémoire déclarative et spatiale, le striatum ventral (noyau
accumbens) impliqué dans la mémoire des états émotionnels positifs, le striatum
dorsal qui joue un role dans la mémoire motrice, et 'amygdale particuliérement
impliquée dans la mémoire des états émotionnels négatifs. Le néocortex,
structure hautement intégrative, controle l'attention a ces divers domaines via
des fonctions exécutives, pour finalement conditionner les réponses aux stimuli
environnementaux. Les résultats présentés dans ce second article suggérent que
le néocortex, site d’interaction entre les systémes nicotinique et opioide
endogene, peut également étre directement impliqué dans les phénomenes
d’adaptation moléculaire et cellulaire liés a la consommation de nicotine ou de

substances opiacées.

2.2. ARTICLE 2 : The Cellular Crosstalk Between Nicotine and Morphine in the

Neocortex.
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Current hypotheses for tobacco smoking reinforcement and addiction
involve endogenous neurotransmitters that mediate downstream activation
of brain reward circuits by nicotine'. The recent demonstration that nicotine
effects are hampered in p-opioid receptor (MOR) knock-out mice? supports
previous evidence for the involvement of endogenous opioids in tobacco
abuse'®. Yet, the cellular mechanisms and neuronal circuits underlying
such interaction remain to be determined. Here we show that the
neocortical circuit activated by nicotine contains an intrinsic p-opioid
component that allows rapid silencing of nicotine responsive interneurons
and network disinhibition. The dynamic properties of this circuit suggest
changes in neocortical integration that help to explain the transition from
acute nicotine effects to dependence. The sharing of a common cortical
circuit by nicotine and opiates may contribute to the context sensitivity of

their similar relapse patterns™>*.

In the neocortex, nicotinic agonists selectively excite a subset of GABAergic
interneurons that co-express vasoactive intestinal peptide (VIP) and
cholecystokinin via postsynaptic receptors containing the nicotinic a4 and 2
subunits®. These subunits constitute the primary site of nicotine action®’. The
observation that MOR and its endogenous agonist enkephalin are expressed by
VIP-containing GABAergic neocortical interneurons® suggested a potential
interaction site between nicotinic and opioid systems.
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The colocalization of nicotinic receptors and MOR was examined by sequential
applications of their selective agonists (1-1-dimethyl-4-phenyl piperazinium,
DMPP and [D-Ala2,N-Me-Phe4,Gly5-ol]-enkephalin, DAMGO, respectively) on
neocortical interneurons from layers | to V (Fig. 1a, b). As previously reported,
nicotine responsive interneurons, found in all layers, were depolarized by DMPP
application (19.2+ 1.1 mV, n=10) through the activation of somatodendritic
receptors®®'®.  DAMGO responses, that consisted of a TTX resistant
hyperpolarization (10.4 £ 1.9 mV, n=10), were observed in the majority of DMPP
responsive interneurons. Indeed, among 39 responsive neurons, 36 responded
to both agonists. DMPP and DAMGO responses were mimicked by nicotine and
the endogenous MOR agonist methionine-enkephalin respectively (Fig. 1c).

567 a low

Consistent with the expression of the high affinity a4 and 2 subunits
dose of nicotine (1 uM) also depolarized these neurons and triggered action
potentials (n=3, not shown). The almost complete overlap between nicotine and
J-opioid responsive interneuron populations in cortical layers | to V indicates that

interactions between these neurotransmitter systems occur at the cellular level.

Figure 1: A single interneuron population a +TTX
responds to both nicotinic and p-opioid M
agonists.
- 20s
. . DMPP [10 mv
a: As shown for this representative neuron
DAMGO
recorded in current-clamp conditions, DMPP — 50s
(100 yuM) induced depolarizing responses,
whereas DAMGO induced hyperpolarizing
responses (Steps of —50 pA were applied every
20s).
b: Extensive overlap of nicotinic and p-opioid b
i i DMPP -
responsive populations. pamer s | 2.6%
c: This typical example of responses to nicotine OMPP +
(100 uM, 15.3 + 3.4 mV, n=3) and Met-enk (30 DAMGO - [ 5-1%
UM, - 49+19 mV, n=6) illustrates their DMPP + 92.3%
L . . DAMGO + )
similarity with those induced by DMPP and
DAMGO, respectively. Note the long lasting c TTx
+
effect of nicotine. M
Nicotine __|1omv
100 s
Enkephalin
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MOR expression was next examined by single cell RT-PCR'! on 57 pyramidal
neurons and 197 interneurons. MOR mRNA was only detected in 42 GABAergic
interneurons, confirming that neocortical MOR expression is restricted to a
subpopulation of inhibitory interneurons®. All MOR-expressing interneurons
tested responded to DAMGO (n=18, Fig. 2a). Conversely, DAMGO responses
were not observed in pyramidal neurons or in other interneurons (n=19 and 103,
respectively). DAMGO responses were totally blocked by the selective MOR
antagonist CTOP (n=4, not shown). Altogether, these results correlate DAMGO
responses to the activation of somatodendritic MORs in neocortical interneurons.
In voltage-clamp conditions, DAMGO responses (n=46) consisted of an outward
current (16.3 + 6.8 pA) associated with a decrease in membrane resistance
(215.9 £ 143.5 MQ)). The DAMGO-induced current exhibited inward rectification
and reversed at the equilibrium potential of potassium (Fig. 2b). Moreover, this
current was blocked in the presence of 200 uM barium (n=5, not shown). These
results indicate that neocortical MOR activation leads to the opening of G-protein-
coupled inwardly-rectifying potassium channels, as described in other
structures'?.

MOR-expressing interneurons were characterized by the frequent expression of
VIP, cholecystokinin, enkephalin and calretinin, and the low occurrence of
calbindin, somatostatin, neuropeptide-Y and parvalbumin (Fig. 2c), in good
agreement with a previous immunocytochemical study®. The bipolar/bitufted
morphology of most MOR-expressing neurons® (Fig. 2a), their spiking patterns'™
'® and their expression profile indicate they belong primarily to the VIPergic
interneuron type'®. Expression of & and k-opioid receptors and of dynorphin
MRNAs showed only minor overlap with that of MOR mRNA (see supplementary
information). Pro-opio-melanocortin  was never detected, confirming that
enkephalin is the only p-opioid endogenous agonist in the neocortex''. As
expected, the expression profile of MOR-positive neurons was remarkably similar

to that reported for nicotine responsive interneurons®.
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Figure 2 : Characterization of MOR-

a
expressing neurons.
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a neuron recorded in voltage-clamp mode (Vy, - DAMGO J S0pA
20 —

71 mV, with steps of -5 mV applied every 10 s). &b ®
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The functional consequences of MOR and nicotinic receptor colocalization were
next investigated in responsive interneurons and their postsynaptic target
neurons. In interneurons, the DMPP-induced action potential discharge was
prevented by DAMGO (n=4, Fig. 3a). In the presence of TTX, DMPP responses
(10.9 £ 5.7 mV) were reduced to 28 % of control in the presence of DAMGO
(3.1 £2.1 mV) and recovered upon DAMGO washout (8.2 + 3.6 mV, n=5, not
shown). In their postsynaptic targets, DMPP stimulation of nicotine responsive
interneurons induced a large increase in the amplitude and frequency of
inhibitory postsynaptic currents (IPSC) that was suppressed in the presence of
DAMGO and recovered after DAMGO washout (Fig. 3b,c). These results confirm
that MOR and nicotinic receptor expression patterns overlap extensively within
the same GABAergic interneuron population. These interneurons selectively
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integrate nicotinic and MOR effects at the somatodendritic level, although further
integration may occur at the axonal level®’. Previous studies have established
that interneuron inhibition by enkephalin causes a disinhibition of pyramids and
other interneurons®'?2. Our observations demonstrate that this effect is mediated
by MOR inhibition of nicotine responsive VIP interneurons.

a

Interneuron
J 40 mV
10s
- /A
- 1/
DMPP DAMGO DMPP
-
DMPP
b Pyramidal Cell
DAMGO
DMPP DMPP DMPP
L - -
| 50 pA
(o] 20s
* — *
14 T < 2 *
- 1 = - 1
o
_ ]
C 2
§ 0.7 2 15
= 3
o
c
3
0.0 s 10
Control DMPP DMPP+ DMPP Control DMPP DMPP+ DMPP
DAMGO Recovery DAMGO Recovery

Figure 3. Integration of nicotinic and MOR responses by interneurons modulates their GABA
output.

a: In this interneuron recorded in current-clamp conditions, DMPP (100 uM) elicited an action
potential discharge that was prevented in the presence of DAMGO (2.5 yM) and recovered after
DAMGO washout. This effect was observed in 3 additional interneurones.

b: The voltage-clamp recording of a pyramidal neuron (Vy, -71 mV, with steps of -5 mV applied
every 10 s) shows that the IPSC increase induced by DMPP application was totally blocked in the
presence of DAMGO, and recovered after DAMGO washout.

c: Mean IPSC inter-event interval (IEI) and amplitude recorded for 6 pyramidal neurons and 1
interneuron in control conditions and following DMPP application: prior to DAMGO, in the presence
of DAMGO and after DAMGO washout (recovery). Asterisk, p <0.05, Kruskal-Wallis one way
analysis of variance on ranks followed by a Dunn’s test.
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The co-expression of enkephalin and MOR in these interneurons suggests
nicotine can activate a p-opioid autocrine loop at the single-neuron or at the
population level. We thus examined the effects of MOR activation by endogenous
enkephalin released upon nicotinic stimulation (Fig. 4). The changes in IPSC
frequency induced by prolonged DMPP application were determined in pyramidal
neurons, either in the absence (control) or in the continuous presence of the
MOR antagonist CTOP. In control conditions, DMPP induced an initial phase
where the IPSC frequency was increased, followed by a period where IPSC
frequency was lower than the pre-DMPP baseline value (Fig. 4a). Accordingly, in
control conditions, the intervals between IPSC measured in the first and second
phase both differed significantly from the pre-DMPP value (p<0.001, Fig. 4b). In
the presence of CTOP, the first phase of DMPP effects was potentiated. Then, in
contrast with control conditions, the IPSC frequency subsequently returned to the
pre-DMPP value without undershooting the baseline (Fig. 4a,b).

Figure 4. Nicotinic stimulation activates the

endogenous p-opioid system. 20 ) w—
--- CTOP
a: Effect of prolonged DMPP application on 15 e

IPSC frequency recorded in pyramidal neurons,

IPSCs I2s
=)

in the absence (n=11) or in the presence (n=11) ;
of CTOP (1 uM). The gray area indicates the o

effect of MOR activation by endogenous 0 1 2 3 4
Time (mn)

enkephalin.

b: Same results presented as mean IEl b
M CTOP

measured before (pre, 0-30 s), during (DMPP, O control

50-100 s) and after (post, 180-280 s) the peak
response to DMPP. IEls are expressed as

200

percentages of the pre values. Post |IE| differed 100

% of IEl Pre

significantly from pre IEl values in control
(P<0.001) but not in CTOP condition (P=0.88, 0 ’_Y_-
two way analysis of variance completed by the Pre DMPP Post

Holm-Sidak method of comparison).

From these results, it can be inferred that stimulation of nicotine responsive
interneurons leads to auto/paracrine MOR activation via enkephalin release.
Physiological stimulation of these interneurons likely produces the same effect.
Hence, the p-opioid system endows VIP interneurons with an activity-dependent
auto-inhibitory mechanism that first increases the amplitude and duration of their
GABA output and then depresses this output in the post-stimulus period. At the
network level, silencing VIP interneurons whose vertical axonal arborization
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forms perisomatic contacts®*?*

can increase the excitation/inhibition ratio locally
and reshape cortical patterns of inhibition. Indeed, disinhibition of other
interneuron types should enhance both lateral and dendritic inhibition*?*. This
process presumably induces important changes in neocortical integration
properties. Interestingly, similar changes of cortical inhibition patterns have been

suggested to mediate the positive effects of dopamine on selective attention®.

Nicotine consumption likely affects this circuitry in a complex time- and dose-
dependent manner, especially in smoking behavior where nicotine concentration
follows an intermittent spike pattern’?. The predicted scenario can be correlated
to the well-established sequence of tobacco effects*®’. Indeed, after an initial
enhancement of GABAergic transmission that may participate in its transient
anxiolytic properties, nicotine rapidly induces cellular tolerance to further nicotine
administration based on two mechanisms. One is the desensitization of nicotinic
receptors that reduces both exogenous and endogenous cholinergic excitation of
nicotine responsive neurons®. Another is the activation of the p-opioid system
that silences these interneurons and likely modulates neocortical integration
properties. This latter mechanism helps to explain the positive effects of nicotine
on cognitive performance® and is highly relevant to the context sensitivity of
nicotine and opiate addictions™®. It further suggests that upon prolonged
exposure, these drugs induce common adaptive changes of the cortical network
that may underlie the similarities between tobacco and opiate dependence’>*%.

Materials and Methods

» Slice preparation and whole cell recordings.

Cortical parasagittal slices (300 um thick) of young Wistar rats (14-21 postnatal
day-old) were prepared as described’. Bath solution contained (in mM): NaCl,
126; KCI, 5; NaH2P0O4, 1.25; CaCl2, 2; MgCI2, 1; NaHCO3, 26; Glucose, 20; and
pyruvate 5. Whole-cell patch-clamp recordings were made from neocortical
neurons identified under infrared videomicroscopy as described®”. Internal
solution contained (in mM) : K-gluconate, 144; MgCI2, 3; EGTA, 0.5; HEPES, 10
and biocytin, 2 mg/ml. After characterization of the recorded neurons according

to their firing behavior'®"

, effects of different drugs applied in the bath solution
were investigated using current-clamp or voltage-clamp methods (Vy, -71mV).
DMPP (100 uM) was applied with the muscarinic receptor antagonist Atropine
(5 uM). In this study, DMPP was preferred to nicotine that induces a long lasting
desensitization precluding repetitive application?®®. Reproducible responses to
DMPP and DAMGO (2.5 uM) were obtained with 6 min and 13 min intervals

between applications, respectively. Somatodendritic responses to drug
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applications are presented as meantSD. For voltage-clamp recordings of
inhibitory postsynaptic currents (IPSCs; Vy, -71 mV), 27 mM of K-gluconate was
replaced by KCI in the internal solution, resulting in a theoretical chloride reversal
potential of -40.4 mV. IPSCs were thus recorded as inward currents in our
conditions. Recordings were performed in the presence of (+)-2-amino-5-
phosphonovaleric acid (AP-5, 20 yM) and 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione
(CNQX, 10 pM) to prevent glutamatergic transmission. In this set of experiments,
DMPP was bath-applied in the presence of Atropine (5uM) and the selective
antagonist for the a7 subtype of nicotinic receptors, methyllycaconitine (10 nM).
The GABAergic nature of the DMPP-induced post-synaptic events was confirmed
by applying DMPP in the absence of glutamate receptor antagonists and in the
presence of bicuculline (10 uM), using an internal solution containing Lidocaine
N-ethyl bromide (QX-314, 5mM). In these conditions, DMPP did not induce any
change in post-synaptic event amplitude or frequency (n=3). Post-synaptic
currents were analyzed off-line using Mini Analysis software. Signals <7 pA were
excluded from the measurements. Average DMPP effects on IPSC amplitude
and frequency in different conditions are presented as mean+SEM.

» Single-cell RT-PCR.

Cytoplasm harvesting of the recorded neurons and reverse transcription were
performed as described'’. Two steps of multiplex PCR were performed
essentially as described®® using all of the primer pairs described in
supplementary information (for each primer pair, the sense and antisense
primers were positioned on two different exons). 254 neurons were analyzed with
a protocol designed to probe for the mRNA expression of MOR and its
endogenous agonist enkephalin (Enk), in addition to nine interneuron markers
[GAD 65, GAD 67, three calcium binding proteins : parvalbumin (PV), calretinin
(CR) and calbindin (CB), and four neuropeptides: neuropeptide-Y (NPY),
somatostatin (SOM), VIP and cholecystokinin (CCK)]. Expression of the 6 and «-
opioid receptors as well as pro-opio-melanocortin and dynorphin was tested in a
subset of 223 neurons, including 30 MOR-expressing interneurons (see
supplementary information).

» Identification of the PCR products and test of the RT-mPCR protocol.
The sizes of the PCR generated fragments obtained from each cell were as
predicted by the mMRNA sequences and their identity was confirmed by
Fluorescence Resonance Energy Transfer between two adjacent oligoprobes as
described®! (see Supplementary Table). All of the transcripts were detected from
4 ng of total RNA purified from rat neocortex, except for the POMC mRNA which
was detected from 4 ng of whole brain RNA.
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» Intracellular labeling.
Diaminobenzidine intracellular labeling of the recorded neurons filled with biocytin
were performed as described®’.
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Supplementary Information

This supplement contains :

Supplementary results of single cell RT-PCR analyses,
Table of PCR primers and FRET probes,
Supplementary references.

MOR single cell RT-PCR was initially performed with sense and antisense
primers A (see Supplementary Table) located in exons 1 and 2 respectively.
Primer pair B (exons 2 and 3) was used subsequently due to the existence of
exon 1 alternative splicing in mouse’. Both primer pairs were equally effective in
detecting MOR expression in single cells, suggesting that exon 1 is present in a
significant proportion of rat neocortical MOR mRNAs.

Expression of the 8 and k-opioid receptors (DOR and KOR, respectively) as well
as pro-opio-melano-cortin (POMC) and dynorphin was tested in 223 neurons,
including 30 MOR-expressing interneurons. DOR and KOR mRNAs were
detected in 1 and 4 MOR-positive cells, and in 3 and 10 MOR-negative
interneurons, respectively. POMC mRNA was never detected and dynorphin
mRNA was detected in 18 MOR-negative interneurons characterized by a high
occurrence of somatostatin.

86


mailto:bertrand.lambolez@espci.fr

Table of PCR primers and FRET probes

MOR

#NM_013071

DOR
#NM_012617

KOR
#NM_017167

enkephalin

# M28263
dynorphin
#NM_019374

POMC
# K01878

Gad65
#M72422

Gad67

#M76177

Calbindin
# M27839

Parvalbumin

#M12725

Calretinin

# X66974

NPY
# M15880

Somatostati
n

# K02248
VIP

# X02341

CCK
# K01259

Size

236

508

326

345

286

217

391

600

432

381

309

359

209

286

216

PCR

Sense A, 75: ACCTGGCTCCTGGCTCAACT
Antisense A, 290 : TGGTGGCAGTCTTCATTTTGG
Sense B, 486 : CGTGGACCGCTACATTGCTG
Antisense B, 711 : CGGCATGATGAAAGCGAAGATA

Sense, 33 : GCAGTTTTCGCTCCTCGC
Antisense, 520 : CCCAACACCTGAAGCCAAGAC

Sense, 590 : GAGGCACCAAAGTCAGGGAA
Antisense, 898 : GCTGTGGGAGGTGCTGCC

Sense, 451 : GCCAACTCCTCCGACCTGCT
Antisense, 772 : GCCTCCGTATCTTTTTTCCATCTC

Sense, 65 : ACTGCCTGTCCTTGTGTTCCCT
Antisense, 329 : GAGACGCTGGTAAGGAGTTGGC

Sense, 105 : GGACCTCACCACGGAAAGCA
Antisense, 304 : CCGTCTCTTCCTCCGCAC

Sense?, 713 : TCTTTTCTCCTGGTGGTGCC
Antisense?, 1085 : CCCCAAGCAGCATCCACAT

Sense®, 713 : TACGGGGTTCGCACAGGTC

Antisense?, 1294 : same as GAD65

Sense®, 134 : AGGCACGAAAGAAGGCTGGAT
Antisense®, 544 : TCCCACACATTTTGATTCCCTG

Sense*, 247 : ACAAAGACGCTGATGGCTGC
Antisense®, 607 : CGTGGTCCTTCGCTCTCTCTC

Sense®, 142 : CTGGAGAAGGCAAGGAAAGGT
Antisense®, 429 : AGGTTCATCATAGGGACGGTTG

Sense®, -45 : GCCCAGAGCAGAGCACCC
Antisense®, 292 : CAAGTTTCATTTCCCATCACCA

Sense®, 43 : ATCGTCCTGGCTTTGGGC
Antisense®, 231 : GCCTCATCTCGTCCTGCTCA

Sense®, 167 : TGCCTTAGCGGAGAATGACA
Antisense®, 434 : CCTCACTGCTCCTCTTCCCA

Sense®, 174 : CGCACTGCTAGCCCGATACA
Antisense®, 373 : TTTCTCATTCCGCCTCCTCC

FRET Probes

3 FITC, 340 : AACGACAGCCTGTGCCCTCA
5 R705, 361 : ACCGGCAGCCCTTCCATG
Nested sense, 498 : CATTGCTGTCTGCCACCCA

Nested antisense, 687 :
AAGACACAGATTTTGAGCAGGTTC

3’ FITC, 307 : CCCTTCCAGAGCGCCAAGT
5 R705, 327 : CCTGATGGAAACGTGGCCG

3’ FITC, 733 : TGCTACACCCTGATGATCCTGC
5 R705, 756 : CTTGAAGAGTGTCCGGCTCCTC

3’ FITC, 588 : TGAAGACAGCACGAGCAAGAGGT
5’ R705, 612 : TGGGGGCTTCATGAGAGGC

3’ FITC, 113 : CCCATCCCATCAACCCCCT
5’ R705, 133 : ATTTGCTCCCTGGAGTGCCAG

mRNA not detected in this study

3’ FITC* 848 : TTTCTCTCAAGAAGGGAGCTGCA
5" R705* 872 : CCTTGGGGATCGGAACAGACA

3’ FITC* 930 : CCTGGGGGAGCCATATCCAA
5" R705* 951 : ATGTACAGCATCATGGCGGCTC

3' FITC* 263 : TCCTGCTGCTCTTTCGATGCC®
5'R705* 285 : GCAACTGAAGTCCTGCGAGGAA®

3’ FITC* 283 : GACGGCAAGATTGGGGTTGA
5 R705" 304 : GAATTCTCCACTCTGGTGGCCG

3’ FITC* 248 : TTGAGATGGCAGAGCTGGCG
5" R705* 269 : AGATCCTGCCAACCGAAGAGAAT

3’ FITC* 17 : AACGAATGGGGCTGTGTGGA
5" R705" 38 : TGACCCTCGCTCTATCCCTGC

3’ FITC* 105 : GCAGAAGTCTCTGGCGGCTG
5" R705* 126 : CACCGGGAAACAGGAACTGGC

3 FITC* 199 : TGTGTCCAGAAATGCCAGGCA

5 R705* 221 : GCTGATGGAGTTTTCACCAGCG

3 FITC" 198 : CCAGCAGGTCCGCAAAGCT

5 R705%, 218 : CCTCTGGCCGCATGTCCG

Position 1 : 1% base of the start codon
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Discussion

IV. DISCUSSION GENERALE

Ce travail de these a apporté des données fonctionnelles qui contribuent a la
caractérisation d'une population d’interneurones GABAergiques inhibiteurs du
néocortex : les interneurones VIP/CCK. A la lumiére des résultats obtenus grace
a la combinaison des techniques de patch-clamp, de RT-PCR sur cellule unique et
d’histochimie, il apparait que les interneurones VIP/CCK jouent un role
spécifique dans la modulation de I’activité du réseau néocortical par les systémes
sérotoninergiques, cholinergiques et opioidergiques. Cette discussion générale,
aura pour objectif, tout d’abord, de dresser un bilan des connaissances acquises
concernant cette population d’interneurones VIP/CCK, puis d’établir, grace aux
données dont on dispose concernant la connectivité de ces interneurones, la
maniére dont la modulation de leur activité peut se répercuter sur le réseau

néocortical.

LES INTERNEURONES VIP/CCK

Comme nous l'avons largement évoqué dans l'introduction, la grande diversité
des interneurones GABAergiques du néocortex a donné lieu a diverses
classifications, basées sur des criteres morphologiques, neurochimiques ou
électrophysiologiques. La confrontation entre ces différentes classifications réveéle
que les recouvrements entre les populations neuronales ainsi définies ne sont que
partiels, ce qui mene a une augmentation critique du nombre de classes
neuronales possibles. La technique de RT-PCR sur cellule unique qui permet
I'acces a un grand nombre de parametres pour chaque neurone étudié, a donné
lieu & une nouvelle approche de la diversité des interneurones, basée sur des

criteres descriptifs multiples (Cf. Introduction).

Cette approche multifactorielle a permis d’identifier, parmi les interneurones
fusiformes, trois classes neuronales homogenes du point de vue de leurs
propriétés électrophysiologiques et neurochimiques, les interneurones RSNP-SS,
RSNP-VIP et IS (Cauli et al., 2000). Les classes d’'interneurones de type RSNP-VIP
et IS, different par leurs profil de décharge de potentiels d’action, cependant elles
présentent un profil neurochimique similaire, avec un tres fort taux d’expression
du VIP (91 et 100 %, respectivement), une expression fréquente de la CCK, ainsi
que l'expression majoritaire, parmi les protéines de liaison du calcium, de la
calrétinine. De plus, ces interneurones VIPergiques constituent une population

homogene du point de vue morphologique. Les neurones RSNP-VIP, comme les
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neurones IS présentent en effet une morphologie bipolaire typique (Porter et al,
1998, Kawaguchi & Kubota, 1996). En outre, il a été montré que les interneurones
RSNP-VIP et IS ont en commun la propriété d’étre sélectivement activés par des
agonistes nicotiniques, via des récepteurs post-synaptiques qui contiennent

majoritairement les sous-unités a5, o4 et B2 (Porter et al., 1999).

L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette these a également contribué a
montrer que les interneurones de type RSNP-VIP et IS constituent une
population homogene du point de vue fonctionnel. Tout d’abord, il apparait que
ces interneurones peuvent étre sélectivement activés par les fibres
sérotoninergiques afférentes originaires des noyaux du raphé. En effet, la
stimulation électrique de ces fibres peut induire une réponse excitatrice rapide,
de type synaptique, dans ces interneurones, via le récepteur a la sérotonine de
type 3. J'ai observé par la suite I'expression sélective du récepteur opioide de
type p ainsi que de la préproenképhaline dans les interneurones de type IS et
RSNP-VIP, puis démontré I'existence d'une boucle d’autorégulation
enképhalinergique spécifique de ces interneurones. En effet, la stimulation
sélective de ces interneurones par des agonistes nicotiniques induit une libération
d’enképhalines endogenes capables d’activer les récepteurs opioides de type p
dans un mécanisme autocrine. Parce que les interneurones IS et RSNP-VIP
partagent un grand nombre de propriétés fonctionnelles, nous les avons

regroupés sous le terme d’interneurones VIP/CCK.

IDENTIFICATION ELECTROPHYSIOLOGIQUE, NEUROCHIMIQUE ET
MORPHOLOGIQUE DES INTERNEURONES VIP/CCK

Cette population neuronale rassemble donc des interneurones qui présentent,
soit une décharge de potentiels d’action soutenue caractérisée par une adaptation
rapide de fréquence, soit une décharge irréguliere consistant en une bouffée
initiale de potentiels d’action, suivis de potentiels d’action émis a une fréquence
irréguliere (Porter et al, 1998, Cauli et al, 2000). Des investigations
pharmacologiques ont montré que ces décharges irrégulieres de potentiels
d’actions sont dues a l'inactivation lente d’une conductance potassique de type
ID. En effet, le blocage de cette conductance par la 4-aminopyridine, la
dendrotoxine I ou la dendrotoxine K, est suffisant pour convertir ces décharges

irrégulieres en décharges soutenues de type RSNP (Porter et al., 1998).

Sur le plan neurochimique, les neurones VIP/CCK sont tout d’abord caractérisés
par 'expression sélective et quasi systématique du neuropeptide VIP. Les études
immunocytochimiques  ont  rapporté l'expression du VIP dans

approximativement 20% des interneurones GABAergiques du néocortex de rat
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(Kubota et al., 1994), indiquant que les interneurones VIP/CCK représentent =3 %
des neurones néocorticaux. Les neurones qui expriment uniquement le VIP et les
neurones qui co-expriment VIP et CCK sont tres similaires du point de vue de
leurs propriétés morphologiques et électrophysiologiques. Par contre, les
neurones qui expriment la CCK en l'absence de VIP, présentent des
caractéristiques trés différentes des neurones VIPergiques. On retrouve en effet
parmi ces neurones, des cellules pyramidales, des interneurones de la couche I,
des interneurones a somatostatine et de larges cellules multipolaires (Peters et al.,
1983; Kubota & Kawaguchi, 1994; Cauli et al., 2000). Par conséquent, I’expression de
la CCK seule n’est pas un critere suffisant pour identifier un neurone comme

appartenant a la population des interneurones VIP/CCK.

Enfin, les études immunocytochimiques, comme les données de RT-PCR sur
cellule unique indiquent que la calrétinine est exprimée par une large proportion
des interneurones VIP/CCK (Kubota et al., 1994; Kawaguchi & Kubota, 1997; Cauli
et al., 1997; Cauli et al., 2000).

Ces interneurones VIPergiques sont présents dans toutes les aires corticales au
niveau des couches II & V, cependant, on les retrouve majoritairement dans les
couches supragranulaires. Ils présentent une morphologie bipolaire,
verticalement orientée. Leur corps cellulaire fusiforme, de petite taille (< 20um),
donne naissance a des dendrites ascendantes et descendantes orientées
perpendiculairement a la surface du cortex. Leurs dendrites descendantes qui
atteignent les couches infragranulaires sont souvent plus ramifiées que leurs
dendrites ascendantes qui ne se ramifient que quand elles atteignent la couche L.
L’arborisation axonale des interneurones VIP/CCK présente peu d’extension
latérale, elle prend fréquemment naissance au niveau d’une dendrite primaire, a

proximité du soma, pour s’étendre ensuite vers les couches profondes.

Ces caractéristiques morphologiques placent les interneurones VIP/CCK dans
une position privilégiée pour traiter l'information au sein d’une colonne
néocorticale (Morrisson et al., 1984; Peters & Harriman, 1988, Peters, 1990; Porter et
al., 1998; Bayraktar et al., 2000).

LA PLACE DES INTERNEURONES VIP/CCK DANS LE RESEAU NEOCORTICAL

Les interneurones VIP/CCK sont directement connectés par les fibres thalamo-
corticales.

Des études neuroanatomiques couplant le tracage de voies thalamo-corticales au
marquage immunocytochimique du VIP ont révélé que les interneurones

VIPergiques sont contactés par les fibres originaires du noyau ventro-postero-
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median au niveau du cortex sensoriel (Staiger et al., 1996), et par les fibres
originaires du noyau géniculé latéral, au niveau du cortex visuel (Hajos et al.,
1997). Les contacts synaptiques formés par ces fibres thalamo-corticales
glutamatergiques sont en majorité situés au niveau du corps cellulaire et des
dendrites proximales de ces interneurones. Ces données indiquent que les
interneurones VIP/CCK interviennent dans les stades précoces de traitement du

signal sensoriel.

Les interneurones VIP/CCK sont connectés réciproquement aux cellules
pyramidales.

L’innervation des interneurones VIP/CCK par les cellules pyramidales a été mise
en évidence au niveau des couches néocorticales II, III et V (Porter et al., 1998;
Staiger et al., 2002). De plus, I'observation des axones immunoréactifs pour le VIP
en microscopie électronique a révélé qu’ils contactent fréquemment les corps
cellulaires des cellules pyramidales, principalement au niveau de leur corps
cellulaire (Peters & Harriman, 1988; Hajos et al., 1988; Peters, 1990). Cette
innervation réciproque entre les interneurones VIP/CCK et les cellules
pyramidales a été étudiée par des expériences de doubles enregistrements au
niveau des couches II-III du cortex sensoriel (Rozov et al, 2001). Ces investigations
ont révélé que l'activité répétitive des cellules pyramidales évoque des réponses
post-synaptiques excitatrices, dont I'amplitude diminue progressivement au
cours du temps, dans les interneurones VIP/CCK. La désensibilisation de
récepteurs glutamatergiques de type AMPA contribue a ce phénomene de
dépression synaptique a court terme (paired-pulse depression). Par contre,
I'amplitude des réponses post-synaptiques inhibitrices, enregistrées dans les
cellules pyramidales, lors de l'activation des interneurones VIP/CCK, est

constante au cours du temps.

Ces données suggerent que les interneurones VIP/CCK se comportent comme
un « filtre passe-bas » lorsque l'activité des cellules pyramidales et thalamiques
est synchronisée. L'inhibition exercée par les interneurones VIP/CCK sur les
cellules pyramidales serait atténuée lors d’une augmentation trop importante de

la fréquence des entrées glutamatergiques.

Un phénomene de dépression synaptique a court terme a également été mis en
évidence au niveau des synapses entre les cellules pyramidales et les
interneurones multipolaires a parvalbumine (Reyes et al., 1998). Il est établi que
les neurones a parvalbumine constituent une population neuronale relativement
homogene caractérisée par des décharges rapides de potentiels d’action de type
FS (fast-spiking) et par une morphologie en panier ou en chandelier
(Cf. Introduction). Une étude des connections cellules pyramidales-interneurones

FS a différents stades du développement a montré que, chez le rat adulte, cette
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dépression a court terme est convertie en une facilitation a court terme lorsque
les cellules pyramidales sont activées a de tres basses fréquences (Angulo et al.,
1999).

Par contre, les interneurones de type RSNP-SS ont un comportement opposé a
celui des interneurones VIP/CCK. En effet, 'amplitude des événements post-
synaptiques excitateurs enregistrés dans les interneurones a somatostatine
augmente au cours du temps, lors d’une activité répétitive des cellules
pyramidales (Reyes et al., 1998). L'inhibition exercée par ces interneurones sur les
cellules pyramidales serait donc plus importante lors d'une augmentation de

fréquence des entrées glutamatergiques.

Connections des interneurones VIP/CCK avec les interneurones GABAergiques.
Les interneurones VIP/CCK regoivent des afférences inhibitrices provenant
d’interneurones GABAergiques. Une étude immunocytochimique a mis en
évidence une large innervation de ces interneurones VIPergiques par les
interneurones a parvalbumine (Staiger et al., 1997). Cette étude rapporte en effet
la présence de 3 a plus de 20 contacts synaptiques formés par les interneurones a
parvalbumine au niveau du corps cellulaire et des dendrites proximales des
interneurones VIPergiques. Une étude associant enregistrements électrophysio-
logiques, marquages intracellulaires et microscopie électronique, a permis
d’observer que les interneurones qui présentent des profils de décharge de type
FS peuvent former des contacts synaptiques avec 4 a 6 interneurones
immunoréactifs pour le VIP (Staiger et al., 2002). Ces interneurones FS, largement
étudiés en raison de la nature de leurs connections avec les cellules pyramidales,
peuvent donc également exercer une puissante inhibition sur les interneurones
VIP/CCK.

Les études morphologiques des terminaisons immunoréactives pour le VIP
indiquent que les interneurones VIP/CCK contactent d’autres interneurones
GABAergiques (Peters & Harriman, 1988; DPeters, 1990). Une étude
immunocytochimique récente rapporte que la majorité des neurones a calbindine
sont contactés par les interneurones VIPergiques, au niveau de leurs dendrites
proximales et distales (Staiger et al., 2004). En outre, il a été montré que la
calbindine est tres fréquemment co-localisée avec la parvalbumine au niveau des
couches supragranulaires et avec la somatostatine dans toutes les couches
corticales (Kubota et al., 1994; Kawaguchi & Kubota, 1997; Cauli et al., 2000). Ainsi,
les interneurones de type FS et RSNP-SS seraient les cibles préférentielles des
interneurones VIP/CCK.
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Enfin, des données morphologiques suggerent que les interneurones VIP/CCK
seraient également connectés entre eux (Staiger, communication personnelle; Peters
& Harriman, 1988; Hajos et al., 1988; Peters, 1990).

Afférences cholinergiques et sérotoninergiques des interneurones VIP/CCK.
L’étude menée par Porter et collaborateurs (1999) a révélé que 86 % des
interneurones exprimant le VIP et 75 % des neurones positifs pour la CCK
répondaient a 1'application d'un agoniste nicotinique par des dépolarisations
accompagnées de potentiels d’action. Parmi les neurones sensibles a cet agoniste
nictotinique, 70 % co-exprimaient le VIP et la CCK, 17 % exprimaient uniquement
le VIP et 7 % exprimaient uniquement la CCK. Cette étude a également révélé
que les réponses nicotiniques enregistrées dans ces neurones étaient corrélées a
I'expression de récepteurs post-synaptiques contenant majoritairement les sous-
unités a5, a4 et B2. Des contacts synaptiques entre des fibres cholinergiques et
des interneurones GABAergiques du néocortex ont été observés en microscopie
électronique (Cf. Introduction), suggérant que les interneurones VIP/CCK qui
expriment les récepteurs nicotiniques pourraient étre directement activés par ces
fibres, de maniere synaptique. Cependant il n’existe aucune démonstration
électrophysiologique d’une telle neurotransmission cholinergique au niveau des
interneurones VIP/CCK.

Au cours de ce travail de thése, la combinaison des techniques de patch-clamp,
de RT-PCR sur cellule unique et d’histochimie m’a permis de montrer que le
récepteur 5-HT3 est sélectivement exprimé par les interneurones VIP/CCK dans
le néocortex. En effet, les ARN messagers codant pour le VIP et la CCK ont été
détectés, respectivement, dans 95 et 100 % des neurones exprimant le récepteur 5-
HT3. En revanche le récepteur 5-HT3 n’a été détecté que dans =40 % des
interneurones VIP/CCK. Les expériences de doubles marquages ont montré que
les fibres sérotoninergiques forment des contacts sur les corps cellulaires et les
dendrites des neurones VIP/CCK qui expriment le récepteur 5-HT3. La présence
de synapses sérotoninergiques sur ces neurones a été confirmée par la suite a

'aide d’un protocole de stimulations électriques.

Interneurones VIP/CCK et modulation peptidergique de l'activité du réseau
néocortical.

Dans la présente étude, nous avons montré que l'activité des interneurones
VIP/CCK peut étre modulée de maniere spécifique par des peptides opioides,
via le récepteur opioide de type p. En effet, il apparait, a la lumiére de nos
résultats et en accord avec les données immunocytochimiques (Taki et al., 2000),
que l'expression du récepteur opioide de type p est sélective des interneurones
VIP/CCK dans le néocortex. L'activation de ce récepteur induit des réponses
post-synaptiques inhibitrices dans ces interneurones, via l’activation de
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conductances potassiques. En outre, nous avons observé que l'excitation des
interneurones VIP/CCK par un agoniste nicotinique résulte en une activation des
récepteurs opioides de type p, via la libération d’enképhalines endogenes. Ce
mécanisme d’autorégulation est a l'origine d'une phase de dépression de

I'activité des interneurones VIP/CCK consécutive a leur excitation.

Ces résultats suggerent que, dans des conditions physiologiques, 1'activation
supraliminaire des interneurones VIP/CCK par leurs afférences, qu’elles soient
de nature cholinergique, sérotoninergique ou glutamatergique, exerce une action
biphasique sur le réseau néocortical. A une premiére phase d’inhibition due a
I'augmentation de la libération de GABA par ces interneurones succede une
phase de désinhibition résultant d'un mécanisme d’autorégulation

enképhalinergique spécifique des interneurones VIP/CCK.

De plus, ces données indiquent que les interneurones VIP/CCK sont susceptibles
de libérer des neuropeptides lorsqu’ils sont activés de maniere soutenue. Ainsi,
ces neurones pourraient exercer une action a deux niveaux sur le réseau
néocortical : une action synaptique inhibitrice liée a la libération de GABA au
niveau des contacts synaptiques qu’ils forment avec leurs cibles néocorticales, et
une action peptidergique de type paracrine. En effet, des études
immunocytochimiques ont révélé que ces interneurones expriment, outre le VIP
et la CCK, la corticolibérine (corticotropin releasing factor ou CRF, Taki et al., 2000)
et la neurokinine B (Kaneko et al., 1998). Les rares données concernant la
distribution cellulaire des récepteurs a ces neuropeptides indiquent qu’ils sont
préférentiellement exprimés par les cellules pyramidales (Csillag et al., 1993;
Mercer et al., 2000; Chen et al., 2000; Ding et al., 1996). De la méme maniere, I'effet
de l'activation des récepteurs sur l'activité des cellules principales du néocortex
reste a étudier. Cependant, les investigations pharmacologiques effectuées au
niveau du cortex entorhinal et de 'hippocampe ont montré un effet excitateur
des neuropeptides VIP, CCK, CRF et NKB sur les cellules pyramidales (Shinohara
& Kawasaki, 1997; Haug & Storm, 2000; Stacey et al., 2002).

INTERNEURONES VIP/CCK ET MODULATION DE L’ ACTIVITE DU RESEAU
NEOCORTICAL

L’ensemble des données dont nous disposons actuellement sur la population des
interneurones VIP/CCK indique qu’ils forment une unité fonctionnelle au sein
du néocortex, en vertu de connections et de voies de neurotransmission
spécifiques. L’expression sélective des récepteurs nicotiniques et 5-HT3 dans ces
interneurones suggeére qu’ils occupent un role clef dans la modulation de

l'activité du réseau néocortical par les voies cholinergiques et sérotoninergiques
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afférentes. La maniére dont l'excitation rapide des interneurones VIP/CCK
induite par 'activation de ces récepteurs ionotropiques se répercute sur le réseau
néocortical peut étre évaluée sur la base des connaissances acquises concernant

les propriétés intrinseques et la connectivité de ces interneurones (voir Figure 24).

Ainsi, l'excitation des interneurones VIP/CCK aurait pour effet premier une
inhibition de leurs cibles post-synaptiques, a savoir, les cellules pyramidales ainsi
que les interneurones de type RSNP-SS et FS. Les interneurones de type RSNP-S5
ont une morphologie dendritique hétérogene, leur axone ascendant contacte les
dendrites distales des cellules pyramidales (Hendry et al., 1984a; De Lima &
Morrison, 1989; Kawaguchi & Kubota, 1997). Les axones des interneurones de type
FS sont tres étendus latéralement, ils contactent les cellules pyramidales au
niveau de leur corps cellulaire ou du segment initial de leur axone (Kawaguchi &
Kubota, 1993; Kawaguchi 1995). Ainsi 1'excitation des interneurones VIP/CCK
conduirait a une inhibition somatique des cellules pyramidales coordonnée avec
une levée d’inhibition au niveau de leurs dendrites distales. De plus, cette
inhibition locale serait contrebalancée par la désinhibition des cellules

pyramidales plus distales via les interneurones FS.

Au-dela d’un certain seuil d’excitation des interneurones VIP/CCK, une boucle
de rétro-inhibition serait mise en place par le biais de la libération d’enképhalines
et de l'activation des récepteurs opioides de type p, induisant une désinhibition
des cibles post-synaptiques des interneurones VIP/CCK. La libération de
neuropeptides nécessite en effet une activité neuronale plus élevée que celle des
neurotransmetteurs classiques (Zupanc, 1996). Lors d'une activation
supraliminaire des interneurones VIP/CCK, la libération de peptides opioides
pourrait étre accompagnée de celle des neuropeptides VIP, CCK, NKB et CRF,
également synthétisés par ces neurones. Ces neuropeptides, en exercant une
action excitatrice sur les cellules pyramidales agiraient en synergie avec la
désinhibition provoquée par la diminution des sorties GABAergiques des
interneurones VIP/CCK, pour renverser la balance inhibition/excitation au
niveau local. L’action de ces peptides est en effet limitée par leur volume de
diffusion. En outre, nos résultats indiquent que ces mécanismes de transmission
peptidergique auto/paracrine suivent des cinétiques particulierement lentes (de

I'ordre de la minute), suggérant un effet a long terme de cette libération

peptidique.
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Figure 24 : Interneurones VIP/CCK et

modulation du réseau néocortical.

Schéma illustrant le modeéle proposé concernant la modulation de
V'activité des interneurones VIP/CCK et ses conséquences sur le
réseau néocortical (les projections glutamatergiques n’ont pas été
représentées pour plus de clarté). Au-dela d'un certain seuil
d’activation des interneurones VIP/CCK, l'effet inhibiteur qu’ils
exercent sur leurs cibles post-synaptiques serait succédé par une
désinhibition résultant a la fois d’un mécanisme de rétro-inhibition
enképhalinergique et de la libération des neuropeptides VIP, CCK,
NKB et CRF.

97



Discussion

IMPLICATION DES INTERNEURONES VIP/CCK
DANS LES ETATS MOTIVATIONNELS ET EMOTIONNELS

Les résultats présentés dans ce travail de thése, ainsi que les diverses données
dont on dispose sur la population des interneurones VIP/CCK, indiquent qu'’ils
représentent un point de convergence remarquable entre de nombreuses voies de
neuromodulation/neurotransmission impliquées dans la régulation des états

émotionnels et motivationnels.

Des études comportementales ont rapporté des effets anxiolytiques et/ou
anxiogenes induits par l’administration de nicotine, en fonction des doses
administrées et des tests utilisés (Costall et al., 1989; Brioni et al., 1993; Cao et al,
1993; Vale & Green 1996; File et al., 1998; Irvine et al., 2001a,b; Cheeta et al., 2001). En
outre, l'effet anxiolytique des antagonistes du récepteurs 5-HT3 a été rapporté a
plusieurs reprises (Jones et al., 1988; Costall et al., 1990; Roychoudhury & Kulkarni,
1997). Les neuropeptides CCK, NKB et CRF exprimés par les interneurones
VIP/CCK, ainsi que les peptides opioides dérivés de la préproenképhaline sont
également impliqués dans les phénomenes de stress et d’anxiété (van Megen,
1996; Ribeiro, 1999; Koob, 1999; Clark & Kaiyala, 2003; Ragnauth et al., 2001).
L’ensemble de ces observations, suggere en accord avec I’hypothéese récemment
formulée par Freund (2003) que les neurones VIP/CCK interviendraient dans
I'intégration des informations relatives aux états émotionnels et motivationnels

au niveau cortical.

N

Ces interneurones, a l'instar des interneurones de type FS, exercent une
inhibition périsomatique des cellules pyramidales, modulant ainsi les efférences
glutamatergiques du néocortex. Les cellules FS, capables de soutenir des
décharges de potentiels d’action a haute fréquence et largement interconnectées
entre elles par des synapses électriques, seraient impliquées dans les activités
rythmiques nécessaires aux opérations de base du réseau néocortical (Tamas et al.,
2000; Kawaguchi, 2001; Galarreta & Hestrin, 2001; Freund, 2003). Les interneurones
VIP/CCK, dont l'activité est modulée par les afférences cholinergiques et
sérotoninergiques via des récepteurs ionotropiques, et dont la stimulation peut
induire des effets persistants sur le réseau via la libération de neuropeptides,
permettraient une modulation de l’activité basale du néocortex en fonction des
informations relatives a 1'état émotionnel et motivationnel de l'individu. Une
perturbation de leur activité dans des conditions pathologiques ou relatives a la
consommation de drogue pourrait étre impliquée dans des troubles

comportementaux de type anxiété ou dépression.
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RESUME

Ce travail avait pour objectif I'étude fonctionnelle d’une population d’interneurones GABAergiques
du néocortex. La combinaison des techniques d’électrophysiologie, de biologie moléculaire et
d’histochimie nous a permis de montrer que les interneurones sensibles aux agonistes nicotiniques,
qui expriment le peptide vasoactif intestinal et la cholecystokinine, peuvent étre activés de maniére
synaptique par les fibres sérotoninergiques afférentes originaires des noyaux du raphé, via le
récepteur a la sérotonine de type 3. La mise en évidence de I'expression sélective du récepteur opioide
de type p et de la préproenképhaline dans cette population neuronale nous a conduit a démontrer
I'existence d’'une boucle d’autorégulation enképhalinergique, spécifique de ces interneurones.
L’identification de mécanismes contrdlant la mise en jeu d'une population neuronale restreinte dans
I'activité du réseau néocortical nous a permis de mieux cerner la place qu’elle occupe dans la
physiologie du néocortex.

Mots clés: néocortex, cortex cérébral, patch-clamp, RT-PCR sur cellule unique, interneurones,

peptide vasoactif intestinal, cholecystokinine, sérotonine, récepteur 5-HT3, récepteur nicotinique,
enképhaline, récepteur opioide de type p.

SUMMARY

FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF A NEOCORTICAL GABAERGIC INTERNEURON POPULATION

The aim of this work was to carry out a functional study of a population of neocortical GABAergic
interneurons. The combination of electrophysiological, molecular biology and histochemical
techniques enabled us to demonstrate that interneurons sensitive to nicotinic agonists expressing
vasoactive intestinal peptide and cholecystokinin can be synaptically activated by afferent
serotonergic fibers originating from the raphé nucleus via the type 3 serotonergic receptor. Evidence
of the selective expression of the p-opioid receptor together with preproenkephalin in this neuronal
population led us to demonstrate the existence of an enkephalinergic autoregulatory loop specific to
these interneurons. The identification of such mechanisms controlling the activity of a neuronal
population enables us to propose a specific role for these interneurons in the physiology of the
neocortical network.

Key words : neocortex, cerebral cortex, patch-clamp, single cell RT-PCR, interneurons, vasoactive

intestinal peptide, cholecystokinin, serotonin, 5-HT3 receptor, nicotinic receptor, enkephalin, p-opioid
receptor.
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