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RESUME

Mon travail de these porte sur I’étude de neurones particuliers localisés autour du canal
central, appelés neurones qui contactent le liquide céphalorachidien (NCLCR). Ces neurones
présentent en effet une dendrite surmontée d’une protubérance appelée « bud » qui est au
contact du liquide céphalorachidien circulant dans le canal central de la moelle épiniére. Par
ailleurs, ils expriment PKD2L1, un canal cationique non-sélectif de la famille des canaux TRP
(« transient receptor potential »), sensible aux variations de pH et d’osmolarité du milieu
extracellulaire. Bien que le réle physiologique des NcLCR reste inconnu, leur morphologie
particuliére et leur signature moléculaire suggerent qu’ils forment un systéme chémosensible
permettant ainsi 1’analyse de la composition du LCR. Le laboratoire PPSN ou j’ai réalisé¢ ma
these a montré que les NcLCR présents dans le complexe vagal dorsal de souris (CVD, une
région bulbaire impliquée dans la régulation de la prise alimentaire) recoivent des
terminaisons synaptiques inhibitrices qui libérent du GABA et qui activent le récepteur
ionotropique GABAA. Néanmoins, 1’action inhibitrice du GABA dans le systeme nerveux
passe aussi par I’activation du récepteur métabotropique GABAB. Par conséquent, nous avons
cherché a savoir si les NcLCR du CVD expriment les récepteurs GABAGg et quels étaient leur
fonction ainsi que leur réle dans la définition de 1’excitabilité de ces neurones.

Les récepteurs GABAGR sont formés par I’assemblage hétéromérique des sous-unités
GABABg: et GABABg: et leur effet inhibiteur passe par I’activation d’un courant potassique a
rectification entrante KIR3 ainsi que par l’inhibition des canaux calciques potentiel
dépendants. Avec la technique d’immunofluorescence couplée a ’imagerie confocale, nous
avons d’abord montré que les NcLCR expriment la sous-unité GABAGg1, suggérant la présence
de récepteurs fonctionnels dans ces neurones. Cependant, les enregistrements en patch-clamp
ont montré que 1’activation des récepteurs GABAR post-synaptiques localisés dans les NCLCR
n’induit pas de courant potassique Kir3. Par ailleurs, nous avons montré que les récepteurs
GABAB& sont aussi localisés pré-synaptiquement sur les terminaisons GABAergiques ou leur

activation diminue la libération de GABA.



Abstract

Medullo-spinal cerebrospinal fluid contacting neurons (CSF-cN) exist in all
vertebrates. These neurons are located in the subependymal region of the central canal and are
in contact with the CSF. They may analyze the composition of the CSF or detect the movement
of CSF circulating in the central canal. These are the two main hypotheses concerning the
properties of these neurons but those remain to be proven and overall their functions are still
unknown. These neurons express PKD2L1, a non selective cationic channel member of the
TRP family which is regulated by calcium, protons and osmolality. Previous works done in
my laboratory have shown that CSF-cN recorded from acute brainstem slice prepared from
adult PKD2L1: EGFP mice, can indeed detect alkalinization and change in osmolarity

reinforcing the idea that these neurons have chemosensitive capacities.

GABA is the main inhibitory neurotransmitters in the central nervous system and acts
through ionotropic GABAAa and metabotropic GABAg receptors. We have demonstrated that
CSF-cN exhibit synaptic activity mediated by GABAA/CI ionotropic receptors and here, | will
present evidence for the presence of GABAg receptors. Using the whole cell configuration of
the patch clamp technique, I show that application of 100uM (-) baclofen, a selective agonist
for GABAg receptors, induced an outward current in CSF-cN held at -50 mV and
hyperpolarized CSF-cN under current clamp mode. This current is due to the activation of
Kir3, an inward potassium rectifier which is blocked by barium. | investigate also if baclofen
also has presynaptic effect by evaluating its action on GABAa mediated synaptic current. Kir3

is modulated by G protein (Gi/Go) coupled receptors such as GABAB.
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I. INTRODUCTION

Les neurones contactant le liquide céphalorachidien (NcLCR) dans la zone bulbo-spinale
sont caractérisés par une morphologie particuliére, un petit soma qui s’étend, a son niveau apical,
en une terminaison dendritique terminée par une protubérance appelée bud. Cette extension
rentre en contact avec le LCR, d’ou la singularité de ces neurones. Ils sont caractérises par
I’expression d’un canal cationique non sélectif, PKD2L1, qui est responsable, au c6té des canaux
ASIC (Acid-sensing ion channel), de la génération de potentiels d’action dans les NcLCR (Orts-
Del’Immagine et al. 2016). lls sont également régulés par des récepteurs ionotropiques tels que
les récepteurs GABAA ou encore ceux de la glycine, exprimés a leurs surfaces (Orts-
Del’immagine et al. 2012). Par contre et a ce jour, aucune modulation métabotropique de ces
neurones n’a été mise en évidence. Ils se caractérisent de surcroit par une maturation particuliére
au stade adulte, puisqu’ils co-expriment, simultanément, des marqueurs de maturité et
d’immaturité (Orts-Del’immagine et al. 2014). Dans cette étude, nous avons décidé d’explorer
la voie de modulation métabotropique dans NcLCR, en commengant par la caractérisation des

récepteurs GABAg dans ces neurones.

Ces récepteurs de 1’acide Y-aminobutyrique de type B (GABABg) sont omniprésents dans
le SNC, et jouent un rdle trés important pour I’inhibition lente dans celui-ci. lls font également
partie des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), qui s’imposent comme la plus grande
famille des récepteurs membranaires. Ils sont impliqués dans des processus multiples tels que la
nociception, la dépression ou encore la régulation de la prise alimentaire, ce qui font d’eux une

cible privilégiée de recherches pharmaceutiques.

Classiquement, les récepteurs GABA-B peuvent étre localisés au niveau pré et post
synaptique. Au niveau postsynaptique, les récepteurs GABA-B sont couplés négativement aux
canaux calciques voltages dépendants et positivement a des canaux potassiques appelés KIR,
nous avons donc exploré ces voies de couplage. A un niveau présynaptique, leur activation
entraine une inhibition de la libération de neurotransmetteur. Nous avons recherché également si
I’activation de ces récepteurs pouvait conduire a une neurotransmission notamment

GABAergique qui s’exerce sur les NcLCR.

Afin de répondre a ces questions, nous avons adopté deux approches. Premiérement,
I’'immunofluorescence qui a été utilisée pour localiser les R-GABAg sur la membrane des

NcLCR. Deuxiémement, nous avons utilisé la technique du patch-clamp pour évaluer les
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conséquences de I’activation de ces récepteurs sur les propriétés électrophysiologiques des
NcLCR.

Avant de présenter 1’essentiel de nos travaux, nous nous attellerons dans un premier temps
a reporter les spécificités des NCLCR, leurs propriétés et leur fonctionnement, ainsi que toutes
les informations dont nous disposons en relation avec ces neurones jusqu’a présent (11). Sur la
méme lignée, nous passerons en revue lors de cette analyse bibliographique, 1’autre acteur majeur
en ’occurrence le récepteur GABABg. Il sera ainsi question de ses caractéristiques pharmaco-
chimiques et son role dans le SNC, données qui ont orienté fortement son investigation (111). La
partie méthodologique sera dédiée aux différentes approches que nous avons déployées pour
cette étude (IV). Le chapitre suivant comportera les résultats (V) et qui seront discutés ensuite
dans le cadre d’une discussion générale (V1). L’ensemble se terminera par une conclusion avec

une ouverture sur les différentes perspectives de ce projet (VII).
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Il. LE SYSTEME DES NEURONES CONTACTANT LE
LIQUIDE CEPHALORACHIDIEN

Les neurones contactant le liquide céphalorachidien, objet du présent travail, constituent
une population neuronale distincte, située autour du canal central chez tous les vertébrés. Ils ont
une morphologie atypique et caractérisée par la projection d’une terminaison dendritique qui se
termine par un bud en contact du liquide céphalorachidien. Ci-apres, dans cette revue
bibliographique, nous développerons les parties relatives a la composition du liquide
céphalorachidien et ses différents réles au sein du SNC, a la nature des populations cellulaires
qui bordent le canal central (A) a la population neuronale distincte, les NcLCR, leur origine, leur
développement et leur conservation chez les vertébrés) (B). Ensuite, nous nous focaliserons sur
les NcLCR pour aborder leur morphologie (C), leur distribution (D), leurs phénotypes (E) et

enfin leurs fonctions physiologiques dans le SNC (F).

A. Liquide céphalo rachidien et région épendymaire

Chez les mammiferes, le liquide céphalorachidien (LCR) est un liquide physiologique
incolore sécrété majoritairement par les plexus choroides (80%) et présent dans les cavités
cérébrales (figure 11.1). Le plexus choroide est un tissu tres vascularisé qui tapisse la paroi des
ventricules & la jonction entre les deux ventricules latéraux et le troisiéme ventricule du cerveau
ainsi que le toit quatrieme ventricule. Ce sont a ces endroits que le plasma est filtré par les plexus
choroides et que le LCR est sécrété dans les ventricules (Pollay and Curl 1967; O’Connell 1970;
Brinker et al. 2014).
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Figure 11.1. Systéme ventriculaire et le liquide céphalorachidien

A ; respectivement de gauche & droite, une vue sagittale du systéme ventriculaire, des membranes méningées et

une section agrandie avec visualisation de la barriere hémato-encéphalique (BHE) qui isole le systeme nerveux

central du milieu externe. Parmi les composantes de la BHE, I'espace subarachnoidien ou circule le LCR. B ; vue

sagittale cérebrale des ventricules cérébraux (espaces de circulation interne du LCR) : ventricule latéral 1, Il

(rouge), ventricule 111 (violet), ventricule IV (jaune) qui communique avec le Ille ventricule par I’aqueduc de

Sylvius. C; Structure du plexus choroide (lieu de production de 80% du LCR).

Le LCR circule dans les ventricules, 1’

dans le canal central (figures I1.1 et 11.2).

espace sub-arachnoidien qui entoure le cerveau et

Le concept classique de la circulation du LCR décrit un mouvement de fluide a travers

les ventricules cérébraux, les citernes et I'espace subarachnoidien (SAS: Subarachnoidien space)

avant d'étre réabsorbé dans le sang par les villosités arachnoidiennes (Black 1999; Pardridge

2011) (figure 11.2).
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Figure 11.2. Représentation classique de la circulation du CSF dans le SNC

Le LCR (fleches) est sécrété par le plexus choroide (CP), puis circule a partir des ventricules latéraux vers le I11°m
et IVe™ ventricule vers I’espace subarachnoidien situé entre la dure-meére et la pie-meére. Le LCR est ensuite drainé
vers le sang par les villosités arachnoidiennes dans le sinus sagittal supérieur. Les apports sanguins au cerveau

sont contraints par la barriére hémato-encéphalique.

L’hypothese précédente néglige un élément important dans la circulation du LCR qui est
I'espace de Robin-Virchow (VRS: Virchow Robin space). Le VRS est un espace périventriculaire
qui entoure les vaisseaux sanguins (artérioles et veinules) qui arrivent dans le tissu nerveux en
traversant I'espace subarachnoidien (Brinker et al. 2014; Nakada 2014) (figure 11.3A).

Le VRS est séparé de I'espace subarachnoidien par la pie-mére, d’ou la possibilité d’un
échange entre les deux milieux (figure 11.3B), qui donne lieu a un nouveau schéma de la

circulation du LCR dans le cerveau (figure 11.4).
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Brinker et al.,2014

Figure 11.3. Nouveau modeéle de la circulation des fluides dans le cerveau

A; le VRS est délimité par la membrane basale des cellules gliales, la pie mére et I'endothélium. Le VRS entoure

les vaisseaux qui pénetrent dans le parenchyme. Il (VRS) disparait au niveau des capillaires ou les membranes

basales des cellules gliales et I'endothélium se rejoignent. B; I'anatomie du VRS permet d'établir un échange

bidirectionnel entre cette structure et I'espace extracellulaire (ECS) et I’espace sub arachnoidien (SAS) (les fleches

bleues). Cet échange des fluides est contrdlé par la glie (ligne bleue) et la pie mére (lignes jaunes) qui entourent

le VRS (A: artére, C: capillaire, V: veine).
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Figure 11.4. Nouveau concept de circulation du LCR dans le SNC

Ce diagramme résume les mouvements des liquides et cellules a travers les différentes barriéres et compartiments
cerébraux (le sang, le liquide interstitiel, I’espace Virchow Robin (VRS), les cavités du SNC dont les ventricules

cerébraux, citernes basales et I’espace subarachnoidal cortical).

*Les échanges des liquides a travers la barriére gliale, la barriére endothéliale et la barriére du plexus choroide

sont controlés par plusieurs transporteurs tels que 1’aquaporine.

*Le taux d’échanges bidirectionnels des fluides générés au niveau des glies, de 1’endothélium et la barriére piale

dépassent largement le taux de production du LCR dans les PC.
+Le plexus choroide représente le seul lieu de communication directe entre le sang et le compartiment LCR.

*La majeure partie de I'eau dans le cerveau est parvenue dans le milieu lymphatique cervical via le VRS et le

compartiment LCR.

*Les cellules inflammatoires transportées par le sang passent dans le cerveau a travers les veinules du VRS ou le

plexus choroide.

*Les fluides traversent les barriéres en suivant les gradients osmotiques et hydrostatiques ou par des processus de

transports actifs.

*Les mouvements des fluides a I’intérieur et a I’extérieur du VRS dépendent des pulsations de pression

respiratoires et cardiaques.
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(ISF: fluide interstitiel; BBB: Barriere hématoencéphalique, CP: Plexus choroide)

1. Composition du liquide céphalorachidien et ses variations

Bien que le LCR soit décrit comme étant un filtrat du plasma, sa composition differe de

ce dernier. Une comparaison entre la composition de ces deux fluides biologiques est présentée

dans le tableau 1.1.

Tableau I1.1.Comparaison entre la composition du plasma et du liquide céphalorachidien

Plasma LCR
Na* 150 mmol/I 147 mmol/l
K* 4,6 mmol/l 2,8 mmol/l
Ca™ 1,8 mmol/I 1,12 mmol/I
CI 115 mmol/I 130 mmol/I
HCOs 26 mmol/I 22 mmol/l
pH 7,4 7,3
PCO: 45 mmHg 50 mmHg
Protéines 8 g/100ml 0,02 g/100ml
Glucose 0,7 -1,1 g/l (Glycémie 0,4 - 0,8 g/l (Glycorachie
normale) normale)

(Adapté de la source :http://umvf.cerimes.fr/media/ressWikinu/Neurophysiologie/Neurophysiologie_UPMC/2007-

neurophysio-LCR-jfv.pdf)

Le LCR renferme une concentration élevée en ions, et contient des polypeptides qui

traversent la barriere hémato-encéphalique, également des peptides et des centaines de protéines

présentes en faibles concentrations (200-700ug de protéines/ml), incluant des régulateurs de la

pression osmotique, des protéines a liaison aux hormones, des régulateurs de métabolisme

lipidique, des composants de la matrice extracellulaire et diverses enzymes (Gato et al. 2004;

Leary Swan et al. 2009; Parada et al. 2005, 2006). De méme,

d’autres facteurs ont été

identifiés dans le LCR comme le facteur de croissance des nerfs (NGF : Nerve growth factor)
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(Kasaian and Neet 1989) ; des marqueurs d’inflammation tel que le facteur de croissance
transformant alpha (TGF-a :transforming growth factor alpha) (Van Setten et al. 1999). 1l existe
aussi des hormones libérées dans le LCR, dont la mélatonine sécrétée par la glande pinéale dans
le troisieme ventricule (Skinner and Malpaux 1999) et I'normone de libération des
gonadotrophines appelée aussi parfois lulibérine (GnRH : gonadotropin releasing hormone) qui
provient de I'éminence médiane et probablement aussi de 1’organe vasculaire de la lame terminale
(organum vasculosum du lamina terminalis), I'un des organes circumventriculaires dont la

barriére hémato-encéphalique (BHE) est lache (Skinner et al. 1997).

Il est a noter que la composition du LCR varie selon l'activité sécrétoire des tissus
cérébraux environnants (Reiber 2003; Skipor and Thiery 2008). Ainsi, l'organe sous-
commissural (SCO : subcommissural organ), une petite glande située dans la région
dorsocaudale du troisieme ventricule, sécréte une protéine appelée la spondine qui s’agrége pour
former la fibre de Reissner (Rf). Cette derniére s’étend du SCO jusqu’a I’extrémité caudale de la
moelle épiniere (Chodobski and Szmydynger-Chodobska 2001; Pérez et al. 1996; Vio et al.
2008). La Rf a une importance majeure durant la phase embryonnaire (Pérez-Figares et al. 2001;
Caprile et al. 2003). Elle participe aussi a 1’épuration du LCR, grace a ses résidus d'acide sialique
chargés négativement qui fixent les amines biogenes présentes dans le LCR telles que la
dopamine, la sérotonine ou la noradrénaline contr6lant ainsi leurs concentrations (Vio et al. 2008;
Rodriguez, Oksche, et Montecinos, s.d. 2001). En l'absence de Rf, la concentration de

monoamines dans le LCR augmente fortement (Hoyo-Becerra et al. 2006).

La Rf est impliquée dans le maintien de la circulation du LCR, elle assure 1’ouverture de
I’aqueduc de Sylvius. Le déficit de circulation du LCR entre le troisieme et le quatrieme
ventricules, appelé sténose de I’aqueduc de Sylvius, est considéré comme la principale cause de
I'nydrocéphalie (Overholser et al. 1954). Il est intéressant de noter dans ce sens que des
investigations d’ordre embryologique, réalisées chez des souris sauvages et des souris mutantes
pour la SCO-spondine atteintes d’une hydrocéphalie obstructive! ont montré que les souris
mutantes présentent les premiers symptomes de 1’hydrocéphalie bien avant la sténose. Ceci
plaide en faveur de I’implication de cette protéine dans le développement de la pathologie.
Cependant les mécanismes et le role joué par cette protéine dans le processus de I’hydrocéphalie
restent a définir (Meiniel, 2007).

! Hydrocéphalie obstructive est due au blocage du flux du LCR dans les ventricules cérébraux ce qui peut
augmenter la pression intracranienne et causer la mort dans certains cas.

9
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2. Différentes interactions entre le liquide céphalorachidien et le systeme nerveux central

Plusieurs hypotheses concernant le réle du LCR ont surgi, la premiére 1’était par rapport
a sa position autour du systeme nerveux. Les anatomistes ont ainsi supposé un role de protection
hydromécanique du systéme nerveux central par le LCR (Davson et al. 1962; Di Terlizzi & Platt
2006; Iliff et al. 2012).

La deuxieme hypothese concernait le réle du LCR dans le transport des substances
nutritives importantes comme le glucose (Agnati et al. 1995; Ferguson et al. 1991; Nicholson
1999) et I’acheminement des produits sécrétés par le plexus choroides vers leurs sites d'action
(Chodobski & Szmydynger-Chodobska 2001).

Récemment, il a été démontré que lors du sommeil, le taux d'échange entre le LCR et le
liquide interstitiel augmente (Xie et al. 2013). Cet échange favorise les flux d’évacuation des -
amyloides endogénes de I'espace interstitiel, suggérant ainsi que le LCR élimine des produits
neurotoxiques assurant ainsi la purification du liquide interstitiel pendant le sommeil (Xie et al.
2013).

Les études s’intéressant aux stades embryonnaires chez le poussin ont montré que le LCR
embryonnaire (e-LCR) a induit la survie des cellules souches neuroépitheliales et a incité leur
prolifération et leur neurogenése (Gato et al. 2005) et que cet effet continu au cours de la
croissance gréce au facteur de croissance de fibroblaste 2 (FGF-2) (Martin & Groves 2006). Des
études similaires menées chez le rat, ont également appuyé le fait que les cellules corticales
survivent et proliférent dans le e-LCR (Miyan et al. 2006) et aussi que LCR fournit une niche
proliférative pour d’autres cellules souches neurales suite a la présence du facteur de croissance

insuline-like (1gf2) (Lehtinen & Walsh 2011; Lehtinen et al. 2011).

Chez la souris adulte, le LCR est impliqué dans la migration neurale, et ceci a travers son
guidage (orientation) des neuroblastes depuis les ventricules latéraux au bulbe olfactif en créant
un gradient de facteurs chemorépulsifs dans le cerveau (Sawamoto et al. 2006). Ces différentes

modulations suggérent une communication directe entre les récepteurs du SNC et le LCR.

D’autres études ont rapporté que le LCR module les fonctions du SNC en assurant un
mode de transmission non-synaptique, via les grands volumes de substances neuro-actives
comme les neurotransmetteurs, neuromodulateurs et neuropeptides (sérotonine, dopamine,
noradrénaline, vasopressine, B-endorphine et ocytocine) qu’il transporte pour de longues

distances.

10



Analyse bibliographique

Le tableau suivant (tableau 1.2) résume 1’essentiel des neurotransmetteurs et hormones
rencontrés dans le LCR :

Tableau I1.2. Exemples des neurotransmetteurs et hormones présents dans le LCR

LCR
GABA (nM)* 2194 275
Glutamate (UM) ** 17
Glycine (UM) ** 6

Acétylcholine (nM) ** 45
Noradrénaline (pM) ** 615
ATP (nM) ** 16
Leptine (pM)* 6,25
NPY (pM)* 0,5
a-MSH (pM)* 0,12
CCK (pM)* 1,15

(* chez les rongeurs ; ** chez 1’homme)(Source : données recueillies dans la littérature)

3. Populations cellulaires autour du canal central

Les ventricules cérébraux et le canal central de la moelle épini¢re sont tapissés d’une

couche cellulaire hétérogéne, principalement composée de cellules épendymaires et de plusieurs

11
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types de cellules subépendymaires, qui expriment des marqueurs, des morphologies et des

fonctions trés particuliéres (figure 11.5).

Ependymocyte Nestin® cell
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Tanycyte GFAP"* cell o’
=) ) E
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= '
Oig2" cell Souii® cal Blood vessel
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& S

Hugnot et al, 2011

Figure I1.5. lllustration schématique de la population cellulaire autour du canal central.

La zone épendymaire est une structure complexe, avec une population cellulaire variée, dont les neurones

contactant le LCR (en bleu) caractérisés par leur extension dendritique baignant dans le canal central (c.c).

Les épendymocytes, d’une forme cubique (en gris clair, figure 11.5) sont la population
majoritaire de la couche épendymaire. Elles bordent la lumiere du canal central et possedent
généralement deux cils mobiles (Alfaro-Cervello et al. 2012). Les surfaces latérales des cellules
épendymaires sont liées en leurs parties apicales par des zonula occludens ou des jonctions gap,
suivies par des jonctions adhérentes ; plus bas (Bjugn et al. 1988; Hugnot and Franzen 2011).
Ainsi, elles forment une interface entre le LCR et le tissu nerveux et permettent relativement une
libre diffusion des solutés entre le fluide interstitiel et le LCR (Bruni & Reddy 1987; Johanson
et al. 2008).

Les épendymocytes peuvent se différencier en tanycytes. Celles-ci constituent la
deuxiéme population cellulaire de cette région et sont observées principalement aux cotés
latérales du canal central. Les tanycytes (en gris foncé, figure 11.5) sont rarement ciliées, elles
contactent le LCR via leur soma jouxtant la lumiére du canal central et envoient des longues

projections basales vers les vaisseaux sanguins (Seitz et al. 1981; Bruni & Reddy 1987). Leur

12



Analyse bibliographique

position favorise des échanges de substances entre le tissu nerveux et le liquide céphalorachidien.
Elles peuvent également contribuer a 1’épuration et la régulation de la composition du LCR
(Hugnot and Franzen 2011). A cette disposcition, viennent ensuite, les cellules radiales qui
expriment le glial fibrillary protein acid (GFAP™) (en rose, figure 11.5) ou de la nestine (Nestin™)
(en orange, figure 11.5), qui projettent une extension radiale jusqu’a la couche épendymaire
(Sabourin et al. 2009; Hugnot & Franzen 2011; Alfaro-Cervello et al. 2012).

D’autres cellules ont été localisées au niveau de la couche subépendymaire. Ces cellules
sont GFAP" et expriment en plus, les marqueurs BLBP (de I’anglais : Brain lipid-binding
protein) spécifiques des glies radiales et CD15 (un marqueur de cellules souches neuronales).
Les chercheurs les ont classées comme étant un sous-type des tanycytes (cellules en vert, figure
[1.5) (Sabourin et al. 2009; Hugnot & Franzen 2011).

A P’exception de ces cellules, une population neuronale inconnue a été apergue autour du
canal central. Ces cellules sont distribuées de maniére arbitraire autour du canal central. Leurs
somas se positionent dans ou sous la couche épendymaire et envoient une projection dendritique
se terminant par une protubérance en contact avec le LCR (Anderson & Waxman 1985;
Johansson et al. 1999; Horner & Gage 2000; Sabourin et al. 2009; Hugnot & Franzen 2011;
Sabelstrom et al. 2013).

Ces neurones ont été surnommeés, les neurones contactant le liquide céphalorachidien

(NCcLCR) (en bleu, figure 11.5) et ils feront I’objet du paragraphe suivant.

B. Origine et conservation des NcLCR chez les vertébrés

Dans les années vingt du siecle précédent, des nouvelles cellules ont été découvertes aux
abords du canal central de la moelle épiniere dans plus de 200 espéces de vertébrés. A 1’aide des
méthodes de coloration de Golgi et de Nissl, Kolmer (1921) et Agduhr (1922) ont réussi a mettre
en évidence des cellules avec une morphologie atypique, un petit soma et des projections

atteignant le canal central.

En se basant sur leurs morphologies, Kolmer a suggéré qu’il s’agit de cellules
neurosensorielles. Une année plus tard, Agduhr les a décrites comme étant des neurones
intraépendymaires. Mais les deux chercheurs ont confirmé que ces cellules possedent une
extension apicale qui se termine par une protubérance baignant dans le canal central et envoient

des projections axonales vers d'autres cellules.
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Gréace a la microscopie électronique, la morphologie des NCLCR a été examinée
davantage (Vigh & Vigh-Teichmann 1971, 1973). Des études ont prouve, encore une fois, que
les NcLCR possedent une terminaison dendritique qui plonge dans la lumiere du canal central.
Ils ont démontré également que dans certaines espéces cette terminaison possede de multiples
microvillosités et chez d’autres, elle posséde un kinocilium? (mobile dans les NcLCR spinaux et
immobile dans les NcLCR hypothalamiques) (Dale et al. 1987a; Djenoune et al. 2017; Vigh and
Vigh-Teichmann 1973) (figure 11.6).

A: Axone

C:Cil

D: extension dendritique contactant le LCR
E: Ependymocytes

N: noyau

R: corps basal

S: synapse

T: Terminaison dendritique contactant le LCR

Vigh et al., 1973 (modifiée)

Figure 11.6: Caractéristiques générales des neurones contactant le liquide céphalorachidien

En 1982, la technique de coloration backfilling associée a la peroxydase de raifort (HRP ;
horseradish peroxidase) a permis d’étudier la morphologie des neurones chez I’embryon du
Xenopus. Cette technique est basée sur la diffusion de la coloration générée par la HRP dans les

axones ce qui permet d’identifier clairement les composantes du neurone (Roberts and Clarke

2 e kinocilium ou cil est une extension cytoplasmique formée de microtibules. Ces derniers s’arrangent en
doublets d’une maniére circulaire en formant une structure appelée axonéme. Il existe deux types de cils, les cils
mobiles composés d’un axonéme de neuf doublets en plus d’un doublet central (9 x 2+2) et les cils primaires ou
immobiles constitué uniquement de neuf doublets de microtibules (9 x 2+0).
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1982). Cette coloration a permis d’identifier huit classes neuronales parmi ceux-ci des cellules
ciliées, GABAergiques, qui longent le canal central et qui ressemblent aux cellules décrites par
Kolmer et Agduhr (les NcLCR). Ces neurones projettent leurs axones sagittalement et
rostralement depuis la moelle épiniére vers le cerveau (figure 11.7). Depuis, ces données ont été

confirmées par plusieurs études chez le Xenopus (Dale et al. 1987a, 1987b), mais aussi chez le
poisson zebre (Wyart et al. 2009; Fidelin et al. 2015; Djenoune et al. 2017) et chez le rat (Stoeckel
et al. 2003).
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Dale et al., 1987 (modifiée)

Figure 11.7: lllustration des projections axonales des NcLCR

Dans un premier temps, Dale a proposé de les nommer « les cellules Kolmer-Agduhr (des
KA) » en hommage aux deux scientifiques qui les ont découverts, cette nomenclature a été
utilisée dans plusieurs publications scientifiques(Dale et al. 1987a, 1987b; Park et al. 2004).
Hormis ceci, multiples autres termes ont été employés pour désigner les NCLCR : neurones
intraépendymaires (Adgur 1922), cellules épendymaires ciliées (Barber et al. 1982), cellules
contactant le liquide (en anglais: liquor contacting cells) (Kaduri et al. 1987; Roberts et al. 1989;
Uematsu et al. 1993; Schotland et al. 1996; Chiba & Oka 1999; Acerbo et al. 2003; Dervan and
Roberts 2003; Megias et al. 2003), et les neurones contactant le liquide céphalorachidien
(NCcLCR), cette derniére appellation est la plus courante dans la littérature (Sabourin et al. 2009;
Stoeckel et al. 2003; Vigh et al. 1971a).

Dans le présent document nous avons choisi d’utiliser le terme des neurones contactant

le liquide céphalorachidien ou NcLCR pour la désignation de ces neurones.
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C. Morphologie des neurones contactant le LCR

Les NcLCR ont une morphologie particuliére, leur soma est situé dans la couche intra ou
subépendymaire de la zone entourant le canal central (Vigh-Teichmann et al. 1970; Vigh & Vigh-
Teichmann 1971, 1973, 1998; Vigh et al. 1974; Nagatsu et al. 1988; Kawaguchi et al. 2010).

Le soma des NcLCR est de petite taille, avec un diamétre de 10 um environ (Barber et al.
1982b; Orts-Del’immagine et al. 2014; Stoeckel et al. 2003). 11 est généralement d’une forme
ronde (Barber et al. 1982; Dale et al. 1987a, 1987b; Djenoune et al. 2017; Shimosegawa et al.
1986; Stoeckel et al. 2003) mais il peut étre parfois, triangulaire ou fusiforme (Barber et al.
1982b; Shimosegawa et al. 1986; Stoeckel et al. 2003). Leurs noyaux sont ronds a ovales (Barber
et al. 1982; Schueren & DeSantis 1985; Marichal et al. 2009; Alfaro-Cervello et al. 2012) et

renferment un ou plusieurs nucléoles (Schueren & DeSantis 1985; Alfaro-Cervello et al. 2012).

Le cytoplasme des NcLCR contient moins de filaments intermédiaires et de corps
lipidiques que leurs voisines, les épendymocytes (Alfaro-Cervello et al. 2012), aussi le
cytoplasme de leurs bud renferment de petites vésicules rondes et claires (LaMotte 1987; Vigh
et al. 1977).

1. Caractéristiques de I'extension apicale des neurones contactant le liquide

céphalorachidien

e Présence d une ciliature au niveau du bud

les NcLCR spinaux portent une extension apicale dirigée vers le canal central, qui
exprime des marqueurs dendritiques comme le MAP2 (Microtubule-associated protein 2) (chez
le rat: (Alonso 1999; Kutna et al. 2014); chez la souris: (Orts-Del’immagine et al. 2014). Cette
extension a été appelée « bud » en raison de sa forme semblable a un bourgeon (Jalalvand et al.
2014a). Ce bud porte des microvillosités et dans certaines espéces il porte seulement un

kinocilium (figure 11.8).
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Extension apicale Canal central

Couche
Pole basal épendymaire

Zebrafish lézard Souris Macaque
Figure 11.8. Diversité dans les extensions des NcCLCR chez différentes especes

Les NcLCR spinaux possedent une extension dendritique apicale proéminente dont la forme différe entre I'espece.
Particuliérement I'extension apicale chez les anamniotes porte une multitude de microvillosités tandis que

I'extension apicale des NcLCR chez les amniotes porte moins de microvillosités.

Il existe deux types de cils; les cils primaires et les cils mobiles. Les cils primaires non-
mobiles ont un axonéme constitué de neuf doublets de microtubules périphériques (9 x 2 + 0).
Les cils primaires sont rencontrés dans la plupart des cellules, ils forment le centre sensoriel de
la cellule qui régule la prolifération cellulaire et le développement embryonnaire. Les cils
mobiles ont aussi neuf doublets de microtubules, mais avec un doublet central supplémentaire (9
X2+ 2).

Les premiers cils primaires immobiles, ont été découverts dans les cellules ciliées
sensorielles, (Wersall 1956). A leur découverte, Wersall a attribué a ces cils, un réle de
méchanosenseurs dans les systemes auditifs et vestibulaires. 1ls convertissent les mouvements de
la téte et les ondes sonores en signaux électriques (Schwander et al. 2010). Cette désignation est
devenue la terminologie commune dans la description des cils des cellules sensorielles (Wersall
1956; Flock & Duvall 1965; Kindt et al. 2012). Le kinocilia des cellules ciliées auditives,
contrairement a ceux du systeme vestibulaire, sont présents des les premiéres étapes du
développement puis ils régressent chez les mammiféres et les oiseaux tandis qu'ils restent

conservés chez le zebrafish et Xenopus (Tanaka & Smith 1978; Denman-Johnson & Forge 1999).

De la méme maniére, un kinocilia®, a été retrouvé sur l'extension apicale des NcLCR

spinaux d'adulte mais uniquement dans certaines especes : comme chez les amphibiens (Vigh &

3 Le kinocil est un stéroécil qui est plus long que les autres stéréocils. Les stéréocils sont immobiles est se

ressemblent aux microvillosités, ils distinguent en microscopie électronique en étant paralléles les uns aux autres en

leurs parties bassales mais deviennent de plus en plus sinueux et s'emmélent entre eux vers leurs extrimités.

17



Analyse bibliographique

Vigh-Teichmann 1971, 1998; Dale et al. 1987a; Alibardi & Meyer-Rochow 1990), la lamproie
(Schotland et al. 1996), le poussin (Schueren & DeSantis 1985), la carpe (Vigh et al. 1974), la
tortue (Trujillo-Cendz et al. 2007; Vigh et al. 1977) et probablement chez rat (Marichal et al.
2009; Stoeckel et al. 2003).

Cependant, il n'y a aucun consensus a ce sujet chez les rongeurs puisque dans des études
chez la souris, les cils ont été localisés essentiellement sur le soma des NcLCR et non sur le bud
(Alfaro-Cervello et al. 2012; Orts-Del’immagine et al. 2014). Cette absence de kinocilia sur le
bud en contact avec le LCR semble étre partagée avec le reste des mammiferes comme chez le

lapin par exemple (Leonhardt 1967).

Le bud des NcLCR porte de multiples microvillosités* dont le nombre varie selon l'espéce
étudiée (Vigh et al. 1974, 1977; Schueren & DeSantis 1985; LaMotte 1987; Vigh & Vigh-
Teichmann 1998; Marichal et al. 2009). Par exemple chez le Xenopus, les NcLCR ont une
bordure en brosse constituée de nombreuses microvillosités longues et minces (parfois plus de
20) (Alibardi and Meyer-Rochow 1990; Vigh and Vigh-Teichmann 1998).

Chez des mammiféres les NCLCR possédent moins de microvillosités que chez les
amphibiens ou les téléostéens. Ceci a été soutenu par des travaux réalisés chez la souris (Orts-
Del’immagine et al. 2012; Vigh et al. 1983), chez le macaque (LaMotte 1987), I’opossum (Vigh
et al. 1983) et le rat (Jaeger et al. 1983; Marichal et al. 2009). La forme de I'extension apicale
differe entre les especes. En effet, chez les anamniotes (les poissons et les amphibiens), les
microvillosités sont localisées au pdle apical du soma des NcLCR (chez le 1ézard, poisson zebre ;
voir figure 11.8). Les microvillosités des neurones contactant le LCR se distinguent de celles des

cellules épendymaires car elles sont plus longues et plus épaisses (Vigh et al. 1974) (figure 11.9).

4 Les microvillosités cellulaires sont des fins prolongements de la membrane se situant au pole apicale des
cellules. Elles sont formées de filaments d’actine, leurs membranes sont riches de glycoprotéines, d’enzymes et de
canaux protéiques. Le role de ces structures est d’augmenter la surface d’échanges des cellules et 1’absorption des

substances circulantes.
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Figure 11.9: schéma de la diversité de la cilliatures des NcLCR

Les NCcLCR contactent le LCR externe et interne ainsi que 1’espace intercellulaire. Les flechent indiquesnt que ces
neurones peuvent communiquer par voie synaptique (en bas) par libération des vésicules (V) ou par voie non

synaptique via des cils et microvillosités.

e Propriétés sécrétoires du bud

En plus des microvillosités, les extensions proéminentes des NcLCR exposent aussi des
structures subcellulaires caractéristiques aux cellules sécrétoires. Chez le rat par exemple, ces
prolongements sont riches en microtubules et referment de nombreuses vésicules (Jaeger et al.
1983; Stoeckel et al. 2003), pareillement chez la souris (Alfaro-Cervello et al. 2012; Vigh et al.
1977), le cochon d'inde (Vigh et al. 1983), le macaque (LaMotte 1987), le poussin (Schueren &
DeSantis 1985), le Xenopus(Alibardi and Meyer-Rochow 1990) et chez la lamproie (Schotland
et al. 1996) (voir le paragraphe F.2. Propriétés sécrétoires des NCLCR ; page : 43).

2. Projections axonales des neurones contactant le LCR

De nombreuses recherches ont confirmé que tous les NCLCR projettent leurs axones
ventrolatéralement et constituent une voie ascendante ipsilatérale (figure 11.7) (Vigh et al. 1977,
Ochi & Hosoya 1974; Christenson et al. 1991b; Vigh et al. 2004; Jalalvand et al. 2014).
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En revanche, les projections axonales des NcLCR ont dévoilé I’existence de deux
populations au sein de ces neurones. Il a été observé que les NcCLCR ventraux ont des axones
plus longs avec une arborisation plus développée comparée aux NcLCR dorsaux (figure 11.10).
La longueur et I’arborisation développée des NCLCR ventraux peuvent suggérer que ces derniers
se différencient avant les NcLCR dorsaux. De plus, les deux populations des NCLCR (ventraux
et dorsaux) projettent dans différentes régions le long de I’axe dorso-ventral de la moelle épiniere
suggérant que ces deux populations peuvent cibler différents types de neurones de la moelle
épiniere (Djenoune & Wyart 2017).
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Figure 11.10: Comparaison des axones des NCLCR ventraux et dorsaux

De gauche a doite, une compraison de la surface couverte par 1’arborisation axonale des NcLCR ventraux (bleu ;
n=15) et dorsaux (orange ; n=39), de la longueur de leurs axones, le nombre de branches par axone ainsi que le
nombre de branches dans le périmétre dorsoventral de la moelle épiniére. L’arborisation axonale des NcLCR
ventraux (bleu) est plus étendue et leurs axones sont plus longs que ceux des NcLCR dorsaux (orange). De méme,
les axones des NcLCR ventraux ont un nombre plus important de branches (ramifications) et sont plus présents

dans le périmétre dorsoventral de la moelle épiniere.

Cette innervation axonale assure un relais d'informations entre les NcLCR et le LCR. Ils
contactent le LCR interne (circulant dans le canal central) via leur extension apicale et le LCR
externe (circulant dans l'espace sub-arachnoidien) via les axones. En revanche, chez d'autres
especes comme le rat, les NcLCR envoient leurs axones, sagittalement regroupés en faisceau,

sous I'épendyme (Stoeckel et al. 2003).

Des terminaisons axonales des NcLCR ont été observées a la surface externe de la moelle

épiniére. Ces axones se ramifient et s’élargissent au contact de la lame basale du tissu nerveux
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de la méme maniere que pour les terminaisons neurosecrétrices. De plus des grandes vésicules
denses sont présentes au niveau des axones des NCLCR chez plusieurs vertébrés, suggérant qu’ils

peuvent avoir une activité neurosecrétoire (Vigh et al. 1977, 1983).

Il faut noter également que les axones des NCLCR ne sont pas myélinisés notamment chez
le rat (Stoeckel et al. 2003) et la tortue (Vigh et al. 1977).

D. Distribution et développement des neurones contactant le LCR

Les neurones contactant le liquide cérébrospinal sont une population de neurones située
le long de l'interface entre le SNC et le LCR. lls sont répandus dans plusieurs structures du
cerveau, a savoir le SCO, la glande pinéale, I’hypophyse, la rétine et les organes
circumventriculaires (Vigh et al. 1969; Vigh-Teichmann et al. 1970; Vigh & Vigh-Teichmann
1981, 1998).

Les travaux de Vigh et Vigh-Teichmann, regroupent plusieurs données a propos de la
diversité des NcLCR dans différents organes et espéces. Chez les oiseaux par exemple, les
NcLCR au niveau du noyau paraventriculaire hypothalamique ont été révélés comme étant
photosensibles et impliqués dans la régulation de la reproduction saisonniére chez les oiseaux
(Nakane et al. 2014). Dans le mésencéphale du rat pres de la ligne médiane de I'aqueduc ventral,
dans le troisieme et le quatriéme ventricules, les NcCLCR expriment les TRPMS8 des récepteurs

canaux sensibles au froid (Du et al. 2009) et sont impliqués dans la nociception.

Chez le rat, les NcLCR sont disperseés le long du canal central avec une densité plus élevée
au niveau thoracique (Shimosegawa et al. 1986; Stoeckel et al. 2003) tandis que chez la souris
les NcLCR sont principalement localisés dorsalement et ventralement avec plus de cellules
latéralement (Orts-Del’immagine et al. 2012). La densité des NcLCR décroit en partant de la
moelle épiniéere vers le tronc cérébral (Orts-Del’immagine et al. 2014) (figure 11.11).

21



Analyse bibliographique

A «<—> P
py PKD2L1

Section sagittale g

50
-8,20 mm Niveau 2 -7,90 mm Niveau3 -7,65mm Niveau 4 -7,35mm “om

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 Niveau 4

PKD2L1

Sections coronales

Orts-Del'Immagine et al., 2014 (modifiée)

Figure 11.11. Distribution des NcLCR dans le systéme nerveux central

Localisation des NcLCR par immunofluorescence dirigée contre le canal PKD2L1, marqueur spécifique des
NcLCR chez la souris au niveau de quatre zones le long du canal central. La distribution des NcLCR est
décroissante en partant du c6té antérieur (A) vers le coté postérieur (P) (coupe sagittale en haut). Ainsi que les
NCcLCR sont plus concentrés ventralement (V) versus dorsalement (D). Les NcLCR spinaux sont plus proches du

canal central alors qu’ils deviennent de plus en plus distaux rostralement (coupes coronales (en bas).

Il faut noter que la distribution des NcLCR varie en fonction de 1’age. Le marquage
immunocytochimique du GABA dans le SNC de la grenouille a révélé que les NcLCR
apparaissent pendant le stade larvaire et continuent a accroitre au fur et a mesure du
développement embryonnaire. Au départ, ils apparaissent au niveau rostral de la moelle épiniere
puis les nouvelles cellules surgissent caudalement (figure 11.12A) (Dale et al. 1987b).Ces
données ont été appuyées plus récemment par Orts-Del’ Immagine et son équipe qui ont montré
que I’organisation et la densité des NcLCR (révélés par immunofluorescence anti-PKD2L1), le
long de 1’axe medullo-spinal, variaient avec I’age (Orts-Del’Immagine et al. 2017). Cette étude
s’est intéressee aussi a la distribution de ces neurones autour du canal central. Les somas des

NcLCR deviennent de plus en plus distants du canal central, & I’exception des NCLCR ventraux,
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mais il faut noter que la majorité des NCLCR sont latéraux (figure 11.12C) (Orts-Del’immagine
et al. 2014; Orts-Del’Immagine et al. 2017).

0-2 Days

1 Month

20 ym

12 Months

Dale et al., 1987 Orts-Del'Immagine et al., 2017 (modifiée)
Figure 11.12. Développement des NcLCR en fonction de I'age

A ; dessin représentant les positions de tous les NcLCR immuno-réactif au GABA d’un seul c6té de la moelle
épiniére chez I’embyon de la grenouille (du stade 25 au stade 37-38). H : rhombencéphale, M : mésencéphale, F :
Prosencéphale. Barre d’échelle : 400 uM. B ; illustration des régions autour du canal central (cc) concernées par
I’étude (image C). SC : moelle épiniere, cMe : bulbe rachidien caudal, spMe : bulbe rachidien subpostremal. C ;
images de coupes coronales de cerveau de souris en différentes ages (0-2 D : 0 & 2°™ jour postnatal, 1M, 12M : 1
mois et 12 mois aprés la naissance) et régions (SC et spMe). Les NcLCR : PKD2L1+ (vert) sont localisées autour
du canal central (cc; délimité en ligne blanche discontinue). A 1’age 0-2D, ils se situent au sein de la couche

épendymaire et s’éloignent avec 1’age.
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E. Phénotypes des NcLCR bulbo-spinaux

Plusieurs marqueurs ont été détectés dans les NcLCR dont le GABA et d’autres types de

facteurs moléculaires qui seront cités dans la partie suivante.

1. GABA marqueur moléculaire des NcLCR

L'expression du GABA dans les NcLCR a éte découverte la premiére fois chez le rat
(Barber et al. 1982). Depuis, I'expression du GABA dans les NCLCR, de I’enzyme responsable
de sa synthese : la glutamate décarboxylase (GAD) ou encore de son transporteur vésiculaire
(VGAT), ont été mis en évidence chez les vertébrés inférieurs et les mammiféres (Anadon et al.
1998; Barber et al. 1982; Binor and Heathcote 2001; Brodin et al. 1990; Christenson et al. 1991a,
1991c; Dale et al. 1987b, 1987a; Dervan and Roberts 2003; Djenoune et al. 2014; Feldblum et
al. 1995; Higashijima et al. 2004a, 2004b; Jalalvand et al. 2014b; Kaduri et al. 1987; Kitna et al.
2014; Mackie et al. 2003; Magoul et al. 1987; Martin et al. 1998; Orts-Del’immagine et al. 2014;
Park et al. 2004; Reali et al. 2011; Roberts et al. 1995; Rodicio et al. 2008; Ruiz et al. 2004;
Schotland et al. 1996; Stoeckel et al. 2003; Sueiro et al. 2004; Uematsu et al. 1993; Villar-Cervifio
et al. 2008; Wyart et al. 2009; Yang et al. 2010; Yeo and Chitnis 2007) (figure 11.13).

De plus, regardant la distribution des neurones GABAergiques dans la moelle épiniére du
rat, (Barber et al. 1982) deux types de NcLCR GAD positif ont été identifiés avec des formes de
soma qui sont compatibles avec les études précédentes. Ces découvertes suggerent que les
NCcLCR constituent une population hétérogeéne sur le point moléculaire, classés au moins en deux
sous-types de neurones avec des caractéristiques morphologiques spécifiques. L'hypotheése d’une
hétérogénéité au sein des NcLCR est renforcée par d’autres marqueurs observés uniquement dans

1’un des sous-types de ces cellules.
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Djenoune et al., 2014 Stoeckel et al., 2003

Figure 11.13. Le GABA est un margueur moléculaire des NcLCR

Marquage immunohistochimique (immunofluorescence) des NcLCR-GABA* sur une coupe sagittale de la moelle
épiniére du poisson zébre (haut & gauche). L ’expression de la GAD 65 ou 67 est co-localisée avec I’expression de
laPKD2L1, un marqueur spécifique des NcLCR, sur une coupe sagittale de la moelle épiniére (milieu a gauche).La
double immunocoloration PKD2L1/VGAT montre que le transporteur vésiculaire du GABA est exprimé
uniquement au niveau du soma des NcLCR PKDL1positif autour du cc (bas a gauche). A droite, chez le rat, les
NcLCR sont immunoréactif au GABA (triangles blancs) et a la GAD (triangles noirs) sur une coupe coronale du

cerveau.

= Dr'autres neurotransmetteurs trouvés dans les NcLCR spinaux

D'autres neurotransmetteurs ont été mis en évidence dans les NCLCR. Ainsi, I'hybridation
in situ et I’'immunohistochimie ont révélé la présence du transporteur vésiculaire du glutamate
(VGLUT) et le glutamate lui-méme dans la moelle épiniére de la lamproie (Fernandez-Lopez et
al. 2012).

Le glutamate occupe un réle essentiel dans le métabolisme. Il est le neurotransmetteur
excitateur majeur dans le SNC et est impliqué dans de nombreux processus physiologiques et
pathologiques, comme la transmission synaptique excitatrice, la plasticité synaptique, la mort
cellulaire, les accidents vaisseaux cerébraux et la douleur chronique (Basbaum et Woolf 1999).
La pertinence physiologique de la co-expression du GABA et glutamate dans les NCLCR de
lamproie n’est toujours pas déterminée. Néanmoins, cette expression glutamatergique dans les
NCcLCR pourrait étre spécifique a la lamproie car le glutamate n'a jamais été retrouvé dans les

NCcLCR chez d’autres espéces.
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Dans le cas de la glycine, il a été rapporté que seulement certains NCLCR
glutamatergiques étaient également glycinergiques chez la lamproie (Fernandez-Lépez et al.
2012). De méme, comparant I'expression du GABA et de la glycine, seulement une population
des NcLCR situés ventralement co-expriment les deux neurotransmetteurs (Villar-Cervifio et al.

2008). 1l existe donc deux populations moléculairement distinctes au sein des NcLCR.

Par ailleurs, I'expression de la glycine dans une seule sous-population des NcLCR
pourrait étre exclusive aux agnathes car dans d’autres espéces comme le poisson zebre ou encore

la souris, cela n’a pas était mentionné (Higashijima et al. 2004a) (figure 11.14).

Fernandez-Lopezet al., 2012

Figure 11.14. Localisation du glutamate et de la glycine dans les NcLCR

L’immunohistofluorescence sur des coupes de moelle épiniere montre, respectivement, 1’identification du
glutamate (rouge), le GABA (vert) et la coexpression des deux nerotransmetteurs dans les NcLCR (en haut). La

glycine (rouge, en bas) est exprimée dans les NCLCR, elle est également colocalisée avec le glutamate.

2. Autres phénotypes moléculaires des NcLCR

Plusieurs monoamines et neuropeptides peuvent étre retrouvés dans les NcLCR :

= |es catécholamines
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Parmi les monoamines exprimees dans les NcLCR, les catécholamines sont présents chez
la salamandre (Sims 1977), I'orphie (Parent and Northcutt 1982) et la caille (Guglielmone and
Panzica 1985).

Aussi, I'enzyme responsable de la synthese des catécholamines, la tyrosine hydroxylase
(TH) est exprimée dans les NCLCR de Xenopus laevis (Heathcote and Chen 1993), de la
grenouille-taureau, de la grenouille Iéopard (Chesler & Nicholson 1985) et du poussin (Wallace
et al. 1987). Quant a la dopamine, elle a été retrouvée dans des NcLCR de multiples especes: la
lamproie (McPherson & Kemnitz 1994; Schotland et al. 1995, 1996; Pierre et al. 1997; Pombal
et al. 1997; Barreiro-lglesias et al. 2008; Rodicio et al. 2008), la raie (Roberts & Meredith 1987),
I’anguille (Roberts et al. 1989, 1995), le caméléon (Bennis et al. 1990) et le pigeon (Acerbo et
al. 2003). Dans ces espéeces, l'expression de la dopamine étaient principalement localisée
ventralement (Acerbo et al. 2003; Heathcote and Chen 1993; Roberts et al. 1995; Rodicio et al.
2008). Comme pour la glycine, la co-expression de la dopamine et du GABA est spécifique a
une sous-population des NcLCR GABAergiques (Roberts and Meredith 1987; Rodicio et al.
2008).

= | asérotonine

En plus de catécholamines, les NcLCR expriment d'autres monoamines chez certaines
especes. Ainsi, la sérotonine est exprimée chez la salamandre immature et adulte (Sims 1977),
chez la lamproie et les myxines (Ochi et al. 1979), chez I'orphie (Parent and Northcutt 1982),
chez le Iépisosté tacheté, chez le poussin (Sako et al. 1986) et chez le poisson zebre (Djenoune
et al. 2017; Montgomery et al. 2016). Des NcLCR sérotoninergiques ont été identifiés au niveau
ventral du canal central (Ochi et al. 1979; Sims 1977) ce qui définit a une sous-population au
sein des NcLCR (Djenoune et al. 2017; Montgomery et al. 2016) (Figure 11.15).
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Djenoune et al., 2017 Rodicio et al., 2008 (modifiée)

Figure 11.15. Identification de la sérotonine et de la dopamine dans les NcLCR, révélent I’existence de

populations distinctes au sein de ces neurones.

Agauche, la majorité des NcLCR ventraux expriment la sérotonine (5-HT, violet) et la GFP (vert) dans des
animaux transgéniques (Tg(pkd2l1:GCaMP5G)). Alors que les NcLCR dorsaux (fleches) ne sont pas
sérotoninergiques. Les lignes horizontales représentent les bords de la moelle épiniére. Les petits traits
« hachurés » délimitent le cc. A droite, La colocalisation de la dopamine et du GABA est observée essentiellement

dans les NcLCR ventraux et dans une cellule dorsale (fleche courbée) éloignée du cc.

= Les neuropeptides

En plus des neuromodulateurs classiques, d'autres molécules ont été retrouvées dans les
NcLCR spinaux.

Parmi celles-ci, la somatostatine, considérée comme le plus commun neuropeptide
signalé dans ces neurones. La somatostatine a été révélée dans les NcLCR de lamproie (Buchanan
et al. 1987; Christenson et al. 1991a; Jalalvand et al. 2014a) (figure 11.16), du saumon argenté
(YYulis and Lederis 1988a), etdu poisson zebre (Wyart et al. 2009; Djenoune et al. 2017). En plus,
I'urotensine 11 (UIl), qui est un neuropeptide vasoconstricteur, a été décrite il y a longtemps dans
les NcLCR de nombreux poissons (Yulis & Lederis 1986, 1988a, 1988b). La co-expression de

la somatostatine et I’UII a été exclusive a un groupe des NCLCR (Yulis & Lederis 1988a; Quan
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et al. 2015) confirmant (chez le poisson) I’hypothése de 1’existence d'au moins deux sous-
populations distinctes de NcLCR.

Parmi les peptides exprimés par les NcLCR, la méthionine- enképhaline -arginine-glycine
leucine (Met-Enk-Arg-Gly-Leu) qui est un peptide opioide endogéne identifié dans les granules
de chromaffine surrénale bovine (Kilpatrick et al. 1981). Ce peptide dérive de la Met-enképhaline
qui elle-méme est une dérivée de la Proenképhaline.

Un peptide supplémentaire, le peptide vasointestinal (VIP), principalement répertorié au
niveau du systéme entérique, a également été retrouvé dans les NCLCR chez le rat et chez le
macaque (LaMotte 1987).
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»

Jalalvand et al., 2014

Figure 11.16. Expression de la somatostatine dans les NcLCR chez la lamproie.

A ; Photomicrographie d'une section transversale de moelle épiniére montrant des NcLCR immunopositifs tant
pour la somatostatine (violet) que pour le GABA (vert) situés dans les quarts de cercles latéraux du canal central.
Les pointes de fleche montrent des fibres somatostatine /GABA-immunoréactifs. B ; La somatostatine et GABA
sont co-localisés (couleur blanche) dans le plexus latéral de la marge de moelle épiniére. C-E; Sections optiques
confocales (épaisseur 1 pum) du canal central montrant des cellules immunopositives au GABA (C, vert), la
somatostatine (D, violet) et quand fusionné la somatostatine/GABA sont co-localisés (E, blanc). F-H ; sections
optiques confocales minces transversales a travers le plexus latéral de la marge de la moelle épiniére, montrant
aussi une co-localisation de la somatostatine et du GABA. J ; une projection 90° du plexus latéral confirmant la

co-localisation entre la somatostatine et le GABA.

*La barre d’échelle = 50 um (B) et 20 um (C-I).
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3. Récepteurs des NcLCR

Dans la zone médullaire, les NCLCR sont en contact étroit avec de nombreuses fibres
GABAergiques, cholinergiques, sérotoninergiques et monoaminergiques. Ils pourraient ainsi

exprimer une panoplie de récepteurs.

Parmi ces récepteurs, le récepteur ionotropique du GABA, qui est omniprésent dans le
SNC et qui induit une inhibition dans la majorité des neurones. De nombreuses études ont
démontré que les NcLCR expriment en effet le R-GABAA. Des expériences menées chez le rat
et chez la souris ont prouvé que I’application du GABA induit une inhibition qui peut étre médiée
par le R-GABAA présent dans ces neurones (Marichal et al. 2009; Orts-Del’immagine et al. 2012)
(figure 11.17).

Les NcLCR pourraient exprimer également le récepteur GABAg. En 1999, Margeta-
Mitrovic a observé chez le rat, des cellules qui semblent étre des NCLCR exprimant une

immunoréactivité au récepteur GABAg ( figure 11.17) (Margeta-Mitrovic et al. 1999a)

L’inhibition dans les neurones contactant le LCR est médiée par un autre récepteur, celui
de la glycine. Des études précédentes ont montré que les NcLCR expriment également un
récepteur fonctionnel de la glycine (figure 11.17). La glycine est un acide aminé inhibiteur, qui
agit via le méme mécanisme que le GABA, en provoquant une hyperpolarisation et donc un
potentiel postsynaptique inhibiteur (PPSI) (Orts-Del’immagine et al. 2012).
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Orts-Del'Immagine et al., 2012 (modifiée) (Margeta-Mitrovic et al. 1999)

Figure 11.17. Le récepteur GABAA et le récepteur de la glycine ont un effet inhibiteur dans les NcLCR

L’application du GABA 1mM pendant 50ms (& haut) ou la glycine 1mM pendant 100ms (en bas) induit une un

courant entrant due a I’activation des canaux chlore. L’application de la gabazine (10pM) et strychnine (10uM),

respectivement antagoniste du GABAA et de la glycine, inhibe totalement cet effet (En bleu). Ces réponses ont été

enregistrées sur un NcLCR en potentiel imposé (Vh=-80mV) ; Ec;=2 mV. Une coupe coronale chez le rat montre

que les NCLCR possédent le récepteur GABAGg: (fleches noires) (I’image a droite).

L’effet excitateur peut étre modulé par d’autres récepteurs, comme le récepteur
purinergique de type P2X2 de I’ATP qui a été identifié chez le rat (Marichal et al. 2009; Stoeckel

et al. 2003). Néanmoins, ce récepteur est absent dans les NcLCR bulbaires chez la souris.

Ces neurones possedent des récepteurs nicotiniques de 1’acétylcholine (ACh) et les
récepteurs ionotropiques AMPA/Kainate du glutamate (figure 11.18). Pourtant, aucune activité
synaptique cholinergique et gluamatergique spontanée n’a été observée dans les NcLCR (Orts-

Del’immagine et al. 2012).
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Orts-Del'Immagine et al., 2015 (modifiée)

Figure 11.18. Les NcLCR expriment les récepteurs d’acétylcholine et AMPA/Kainate du glutamate.

A; la réponse des NCLCR a I’application de 1’acétylcholine (ACh, 1 mM) pendant 1s (& gauche) et apres
I’application D-tubocurarine (D-TC, 100mM), un antagoniste specifique aux récepteurs nicotiniques de
I’acétylcholine (potentiel imposé -80 mV). B ; les NcLCR expriment les récepteurs AMPA/Kainate mais pas
NMDA. a; la réponse des NCcLCR a I’application par pression du glutamate, AMPA, kainate et NMDA a une
concentration de 100uM pendant 1s. Les enregistrements ont été réalisé en mode potentiel imposé -80 mV et un
enregistrement supplémentaire a été effectué a -40 mV afin d’éviter le blocage potentiel-dépendant des récepteurs
NMDA par les ions Mg?*. Cependant, aucune réponse NMDA n’a été enregistrée dans les deux cas (trace a droite
en haut). b ; le courant médié par le glutamate et réduit seulement en présence de DNQX (20uM) I’antagoniste
spécifique aux récepteurs AMPA/kainate en plus du AP-V (50 uM) I’antagoniste spécifique du NMDA (en bleu

a droite), mais pas en présence de AP-V (50 uM) (en bleu a gauche) seul.
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L’enregistrement de 1’un de ces neurones révele une activité synaptique spontanée, due a
I’activation des récepteurs GABAA et ceux de la glycine, mais aussi une activité canal (figure

11.19). 1l s’agit du canal PKD2L1 présenté dans le chapitre suivant.

A)
Vi, -80 mV
I 2s
' b ﬂ' ' - M
' (w I_O pPA ’ (
02s
B) V,, =80 mV + 10 uM Gabazine, 1 uM Strychnine

B L ot e e s e
604

WWW N [ ) WM’MW

20 pA
0 1s Orts-Del'Immagine et al., 2015 (modifiée)

Figure 11.19. I'activité électrophysiologique spontanée d'un NcLCR

A ; ’enregistrement des NCLCR en potentiel imposé -80 mV, révele une activité synaptique spontanée da a
I’activation des divers récepteurs canaux exprimés dans ces neurones, A’ ; des sections de la trace au-dessus
présentées avec une meilleure résolution temporelle. B ; a ’application de la gabazine 10uM et la strychnine 1uM
les antagonistes respectifs du récepteur GABAA et de la glycine, ’activité synaptique a été totalement supprimée
et uniguement un courant unitaire a été enregistré, dd & I’expression des canaux PK2L1, B’ ; des sections de la

trace au-dessus présentées avec une meilleure résolution temporelle.

Les récepteurs nicotiniques et AMPA/Kainate ne générent pas d’activité synaptique spontanée dans les NcLCR.

En plus des récepteurs cités ci-dessus, des données obtenues chez le rat, ont démontré la
présence du récepteur 5HT1a de la sérotonine dans les NcLCR distaux (Jiang and Zhang 2008).
Les auteurs ont postulé 1’implication de ce sous type de récepteur serotoninergique present dans

les NcLCR dans la nociception.

L’ensemble de ces données citées ci-dessus mentionnant la présence d’une multitude de
ces RCPG dans les NcLCR subépendymaires, questionnant sur leur role a ce niveau cerébral et

donc sur le réle de ce type neuronal. Le but de la présente thése va dans ce sens en, explorant la
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présence des R-GABAR dans ces neurones vu qu’il constitue un des RCPG le plus répandu dans
le SNC.

4. PKD2L1, un marqueur sélectif des NcLCR

Le canal PKD2L1 (polycystic kidney disease type 2 like 1) est spécifiquement exprimé
dans les NcLCR (Huang et al. 2006). Les PKD2L1 appartiennent a la famille des TRPP (transient
receptor potential polycystin), une sous-famille des canaux TRP (Transient Receptor Potential
channel), (polycystic kidney disease type 2) (Delmas 2005; Nilius 2007; Ishimaru & Matsunami
2009). Ces protéines sont modulables par les variations de pH et des stimuli thermiques et
mécaniques (Delmas 2004, 2005; Ramsey et al. 2006; Venkatachalam & Montell 2007; Nilius &
Owsianik 2011).

Les PKD2L1 sont classés parmi les canaux cationigues non sélectifs, perméables aux ions
sodium, potassium et calcium. Ils ont d’une grande conductance (150 a 180 pS) et leur ouverture
génére un courant ionique important. Ces canaux peuvent étre régulés par le calcium et par
I’somolarité du milieu extracellulaire. (Chen et al. 1999; Delmas 2005; Murakami et al. 2005;
Nauli et al. 2003).

La présence des PKD2L1 dans les NcLCR chez la souris (Huang et al. 2006) a été
démontrée par immunohistochimie sur des coupes coronales et sagittales tout au long de la
moelle épiniére. Dés lors, ’'usage des lignées de souris transgéniques avec un gene promoteur
PKD2L1, est devenu tres fréquent pour 1’é¢tude des propriétés physiologiques des NcLCR chez
la souris (Bushman et al. 2015; Orts-Del’immagine et al. 2012, 2014; Orts-Del’Immagine et al.
2016) (figure 11.20).
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Su et al., 2018; Huang et al., 2006; Orts-Del'Immagine et al., 2016 (modifiée)

Figure 11.20. Expression du canal PKD2L1 dans les NcLCR

A ; la structure de la protéine PKD2L1 a six domaines transmembranaires. B ; expression du canal PKD2L1 dans
le cerveau de la souris; a; hybridation in situ spécifique au PKD2L1 sur une coupe coronale; b;
I’immunomarquage spécifique au PKD2L1 confirme que tous les NcLCR autour du canal central expriment ce
canal ; ¢ ; la coupe sagittale montre que I’expression du PKD2L1 s’étend du tronc cérébral jusqu’au 4™ ventricule
(1V) ; e ; Pimmunofluorescence sur une coupe sagittale prouve que le PKD2L1 est exprimé faiblement au niveau
de la terminaison des NCLCR projetée dans le canal central, le PKD2L1 est également exprimé au niveau du bud.

C ; Visualisation des NcLCR de souris PKD2L1 positif autour du canal central.

En effet, les canaux PKD2L1 contribuent a la modulation de I’excitabilité des NcLCR. Il
a été prouvé que chez les souris sauvages, les NCLCR générent plus de potentiels d'action que
chez les souris KO- PKD2L1, dévoilant ainsi un role excitateur de ces canaux dans les NcLCR
(Bushman et al. 2015; Huang et al. 2006; Orts-Del’immagine et al. 2012; Orts-Del’Immagine et
al. 2016) (figure 11.21). En fait, Orts - Del’immagine et coll. ont montré que 1’ouverture d’un seul

canal pouvait étre suffisante pour dépolariser la membrane et déclencher un potentiel d’action.
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Autrement dit, ce canal PKD2L1 en s’ouvrant de maniére aléatoire participe a 1’activité basale
de PA ; ceci explique que chez les souris KO-PKD2L1 on n’observe moins de potentiels d’action

que chez les animaux controle.

A) B)
PKD2L1 +/+
PKD2L1 +/+ PKD2L1 -/- -- . . ] .
RMP, -53 mV
20 mV
PKD2L1 /- 10s
MAP2 / PKD2L1 . 20 ym [IMAP2/PKD2L1 - 20 um
RMP, -51 mV

Orts-Del'Immagine et al., 2016 (modifiée)
Figure 11.21. PKD2L1 est un générateur de PA dans les NcLCR

A ; un double immunomarquage de coupes coronales issues de tronc cérébrale de souris sauvages (PKD2L1 +/+;
a gauche) et de souris mutantes du géne PKD2L1 (PKD2L1 +/+ ; a droite). Les souris sauvages sont marquées
par les anticorps PKD2L1 et le marqueur dendritigue MAP2 alors que les mutantes n’affichent que le marqueur
MAP2. B ; I’enregistrement effectué en potentiel de repos (RMP) illustre une activité de décharge spontanée dans
les NcLCR, chez les animaux sauvages (en haut) et les animaux mutants. Ces deux tracés indiquent que 1’absence
du canal PKD2L1 affecte la fréquence des PA dans les NcLCR.

5. Expression des marqueurs de plasticité dans les NcCLCR

La région autour du canal central a longtemps été considérée comme une niche neuronale.
Dans ce but, un nombre important de recherches se sont focalisées sur 1’organisation de cette
niche, sur la palce et le role des NcLCR dans cette niche. De maniére intéressante, il a été montré
qgue les NcLCR expriment plusieurs marqueurs de plasticitt comme la PSA-NCAM
(Polysialylated neuronal cell adhesion molecule), un marqueur de neuroplasticité (Bonfanti et
al. 1992; Seki et Arai 1993; Alonso 1999; Stoeckel et al. 2003; Marichal et al. 2009). De plus,
les chercheurs ont remarqué trés rapidement que ces neurones ont un profil de maturité assez
particulier. lls seraient dans une phase intermédiaire de développement appelée mode « stand-
by » (Marichal et al. 2009) et coexprimeraient a la fois des marqueurs de maturité et
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d’immaturité. Comme présenté dans la figure suivante (figure 11.22), les NcLCR expriment des
marqueurs de maturité (NeuN, GFAP,...), d’immaturité (Nkx6.1, DCX, Vimentine,...) ainsi que
d’autres marqueurs de prolifération et de migration cellulaire caractéristiques des zones de
cellules souches (tel que BrdU) (Marichal et al. 2009; Orts-Del’immagine et al. 2014; Orts-
Del’Immagine et al. 2017; Petracca et al. 2016).

a | PKD2LI |
| Nkx6.1 | | GFAP |

B)

3 Months

3 Months

Merged

* %
* 4 8
.-t

0-2 Days

Orts-Del'lImmagine et al., 2017 (modifiée) Marichal et al., 2009

Figure 11.22. Les NcLCR expriment différents marqueurs de maturité et d'immaturité

A ; en haut, image représentant le marquage DCX (rouge, a gauche), un modele de souris DCX-GFP agées de 3
mois (vert, & droite) dans les NcLCR autour du canal central et en bas, des images de marquage NeuN (rouge),
DCX (vert) et une superposition des deux marquages (NeuN/DCX) au niveau du bulbe rachidien.
B ;immunohistofluorescence sur coupes coronales de cerveau de souris agées de 3 mois en haut, des NcLCR
PKD2L1* (vert), un immunomarquage et une superposition des deux marquages. Au milieu, immunomarquage
vimentin (vert), immunomarquage PSA-NCAM (rouge) et une superposition des deux marquages. En bas, des
images de coupes coronales de cerveau de souris agées de 0-2j d’immunomarquage PKD2L1 (vert) et PSA-NCAM
(rouge) ainsi que leur superposition dans les NCLCR. C ; les NcLCR expriment le Nkx6.1 et GFAP. D ; le BrdU

est un marqueur important des souches neuronales, c¢’est un indicateur de la division cellulaire.
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F. Fonctions physiologiques des NcLCR

1. Les NcLCR constituent une interface sensorielle entre le LCR et le SNC

Depuis presque un siécle, Kolmer et Agduhr ont cité les NcLCR en tant que neurones
sensoriels sensibles aux contenus du LCR (1922, 1921, 1931). Erik Agduhr a suggéré que ces
cellules neurosensorielles peuvent avoir des fonctions régulatrices dans la moelle épiniere
(1922). De son coté, Walter Kolmer a suggéré que ces cellules peuvent avoir une fonction de
mécanorécepteurs : en percevant les mouvements de la colonne vertébrale et en se connectant
via leurs axones aux motoneurones constituant ainsi un composant majeur de la proprioception®
dans le circuit moto-sensoriel intra spinal (1922, 1921, 1931). Plus tard, Vigh et Vigh-Teichmann
qui ont largement étudié l'ultrastructure du systeme NcLCR, ont indiqué que ceux-ci ont un réle
sensoriel grace a leur morphologie assez particuliere (Béhm and Wyart 2016; Vigh et al. 1971b,
19714, 1971c, 1977; Vigh and Vigh-Teichmann 1973) (figure 11.23).

temperature

pain

itch

chemical irritants

IN
. hetwork
touch
CC

spinal bending < ane
CSF pH CSF-cNs ' muscle spindle
CSF osmolarity

Bohm et Wyart 2016 Current Opinion in Neurobiology

Figure 11.23.Réle des NcLCR dans I’arc de réflexe moto sensoriel dans la moelle épiniere.

SLa proprioception regroupe les récepteurs et l'ensemble des terminaisons nerveuses permettant la
perception, consciente ou inconsciente, de la position des différentes parties du corps sans avoir a les observer
visuellement.
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Figure 11.23 : Le r6le des NcLCR dans I’arc de réflexe moto sensoriel dans la moelle épiniere (suite)

Les informations sensorielles internes sont véhiculées par les neurones sensoriels des racines dorsales (DRG), sous
forme de signal excitateur, vers les motoneurones (MNSs) ou le réseau des interneurones spinaux (IN network). Ce
réseau spinal integre également des informations sensorielles externes (mécanique, thermique, noiciceptive) mais
aussi propriceptive (longueur et tension musculaire) transmises par DRG. De plus d’autres informations d’origine
somatique peuvent provenir des mécanorécepteurs des fuseaux neuromusculaires et des organes tendineux Golgi
(GTO). Cette intégration de diverses informations sensorielles est a la base de réflexe. L’idée nouvelle est que ce
méme réseau spinal intégre des informations d’origine centrale (courbure de la moelle épiniére, pH et osmolarité
du LCR) transmises par les NCLCR.

L’hypothese chémosensorielle a été renforcée par des études plus récentes chez des
mammiféres montrant que les NcLCR expriment les canaux PKD2L1 (Polycystic Kidney Disease
2-like 1), connus au préalable par leur r6le dans la sensation du goQt acide dans les papilles
gustatives(Ishimaru et al. 2006, 2010; Inada et al. 2008; Ishii et al. 2009; Kawaguchi et al. 2010;
Yu et al. 2012; Zheng et al. 2015). En outre, ces canaux sont modulés par les variations de pH
extracellulaire et d’osmolarit¢é (Huang et al. 2006; Orts-Del’immagine et al. 2012; Orts-
Del’Immagine et al. 2016). Les NcLCR sont donc sensibles aux variations du pH du LCR et

pourraient retransmettre ces informations aux circuits spinaux (figure 11.24).

De plus, les NCcLCR expriment d’autres canaux activés par un pH acide a I’inverse des
PK2DL1 qui eux en sont inhibés. Ces canaux, appelés ASIC (Acid-sensing ion channel), sont
des canaux ioniques actives par I’acidité extracellulaire. Il existe six isoformes de ces canaux
codés par quatre genes differents: ASIC1, ASIC2, ASIC3 et ASIC4. ASIC1a, 1b et 2a, 2b. Ces
derniers s’assemblent en homo- ou en hétéro-triméres pour former un canal fonctionnel
(Gonzales et al. 2009; Jasti et al. 2007).

Les NcLCR expriment trois sous-unités : ASIC1, ASIC2 et ASIC3. Parmi ces derniers le
canal ASIC3 se distingue par son hypersensibilité aux protons (H*) extracellulaires, est activé
par toute variation du pH aussi minime soit-elle (pH~= 6) (Jalalvand et al. 2016; Orts-

Del’Immagine et al. 2016).

Les canaux ASIC3 sont connus pour étre exprimés dans les neurones sensoriels et sont
impliqués dans la mécanoperception. Une étude chez la lamproie a révélé que les ASIC3 des
NcLCR sont également sensibles aux mouvements des fluides (Jalalvand et al. 2016). Idem
d’autres travaux chez le poisson zébre, ont confirmé que les PKD2L1 sont impliqués dans la
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perception des mouvements locomoteurs et les flexions de la moelle épiniere (Bohm et al. 2016)
(figure 11.24 D).

Pour conclure, les NcLCR sont des mécano- et chimio-récepteurs a travers 1’expression

des canaux des canaux PKD2L1 et ASIC sensibles aux variations de pH et d’osmolarité.
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A ; localisation des canaux PKD2L1, via I’anticorps anti-PKD2L1 et le marqueur cellulaire du récepteur inositol
triphosphate-3 (IP3R-3), dans les papilles gustatives, plus particulierement les papilles circumvallées (responsables de la
perception du godt aigres). B ; les canaux PKD2L1 des NcLCR sont sensibles aux variations de pH ; a ; tracé de courant
spontané enregistré dans un NcLCR maintenu a -80 mV, avant, pendant et aprés 1’application de 1’acide citrique (30mM) a
un pH=2,8 pendant 10s. La ligne discontinue marque 1’état fermé du canal. L’acidification bloque complétement I’activité
canal. b ; I’enregistrement d’un NcLCR en voltage imposé -80 mV I’application d’une solution alcaline (TAPS, pH=9, barre
bleue). L’alcalinisation augmente ’activité du canal PKD2L1. C; Le LCR est produit par le plexus choroide (ChPs) (a
gauche). A droite, une coupe coronale de la moelle épiniére qui montre 1’organisation des cellules autour du canal central :
les glies radiaires, épendymocytes et NcLCR. Les NcLCR contactent le LCR par leur extension apicale qui possede des
canaux ASIC et PKD2L1 capables de détecter les variations du pH et d’osmolarité du LCR. D ; les larves de poissons zebres
nagent en pliant la queue, ce qui entraine une activation des NcLCR. Cette activation est absente chez les PKD2L1 négatif

mais les larves continuent a nager avec une cinématique altérée.

(Figure adaptée des articles : Orts-Del'Immagine et al., 2012; 2015 et 2018)

Une autre hypothése avait également éte avancée pour expliquer la senisbiltié des NcLCR

aux protons. En effet, chez le rat, les NcLCR expriment des récepteurs a I’ATP P2X2 (Stoeckel
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et al. 2003) dont I’activité est sensible au pH (Dunn et al. 2001; Khakh 2001). Cependant le réle
de ces récepteurs P2X2 dans la détection de variations de pH par les NcLCR n’a jamais été

démontrée (figure 11.25).
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Figure 11.25. Expression du récepteur P2X2 de I'ATP dans les NcLCR

2. Propriétés sécrétoires de NcLCR

En plus de la fonction sensorielle suggérée pour les NCLCR, des propriétés sécrétoires leur
ont été decrites. Des investigations menées au niveau ultrastructural, par Vigh et Vigh-
Teichmann plaident pour le fait que ces cellules constituent avec leurs axones un systeme
neurosécrétoire basé sur leurs terminaisons contenant des vésicules synaptiques. Il a été montré
aussi que ces terminaisons sont rattachées a la membrane basale de la surface externe du tissu
nerveux par des hémidesmosomes ou les vésicules synaptiques s’accumulent (Vigh et al. 1971a,
1977; Vigh & Vigh-Teichmann 1973). Les NcLCR recoivent des stimuli acheminés par le LCR
interne (ventriculaire) et répondent par une activité neurosécrétoire dirigée vers 1’espace sous-
arachnoidien (LCR externe) qu’ils atteignent par leurs axones. Leonhardt a aussi attribué une
fonction secrétoire alternative aux NcLCR (Leonhardt 1967) qui a lieu au niveau du bud a partir
duquel les NcLCR peuvent sécréter leurs produits de « neurosécrétions » dans le LCR du canal
central. Plus tard, des grandes vésicules denses ont été caractérisées au niveau du bud chez le
zebrafish (Djenoune et al. 2017) mais le mécanisme de libération de ces vésicules dans le LCR

reste a démontrer.

Le cytoplasme du bud renferme des mitochondries, des endosomes, des granules denses,

des vésicules claires et denses (Alibardi and Meyer-Rochow 1990; Schueren and DeSantis 1985).
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Chez le rat, des vésicules de differentes tailles, formes (rondes ou ovales) et densites
(denses ou claires) renfermant la décarboxylase des acides L-aminés aromatiques (AADC ; L-
amino-acid decarboxylase) ont été observées dans le cytoplasme du bud des NcLCR. L’AADC
est une enzyme qui catalyse la synthéese de plusieurs neurotransmetteurs (NT) amines comme la
sérotonine, la dopamine, I’adrénaline ou encore la noradrénaline. Dans le SNC, I’AADC est

spécifique aux neurones qui synthétisent, stockent et libérent les NT amines (Jaeger et al. 1983).

Les extensions apicales des NcLCR sont liées aux cellules épendymaires environnantes
par des jonctions d'ancrage (Vigh & Vigh-Teichmann 1971; Vigh et al. 1974; LaMotte 1987),
bien que d'autres auteurs aient observé des jonctions de type «adherens» entre I'extension apicale

et les cellules épendymaires (Stoeckel et al. 2003) ou les deux jonctions a la fois (LaMotte 1987).

3. Roéle des NcLCR dans le circuit moteur

L'activation des NcLCR induit la locomotion dans les larves des poissons zebres (Wyart et
al. 2009). La preuve étant que ces cellules pourraient projeter directement dans le réseau
locomoteur spinal. Des recherches plus récentes renforcent cette hypothése (Djenoune et al.
2017; Fidelin et al. 2015; Hubbard et al. 2016). L’étude anatomique des projections des NcLCR
a permis de les classer en trois groupes d'interneurones : des interneurones promoteurs excitateurs
VO0-v, V3, et des interneurones VV2a (Djenoune et al. 2017; Fidelin et al. 2015). Ces trois classes
sont actives lors de la locomotion lente chez la larve du poisson zébre (Borowska et al. 2013;
Crone et al. 2008; Dougherty and Kiehn 2010a, 2010b; Menelaou et al. 2014; Zhang et al. 2008).
Remarquablement, ce travail révele que les NcLCR ont une action inhibitrice lorsqu’ils sont
stimulés pendant la locomotion, tandis qu’ils retardent la natation simulée au repos. Un rapport
direct a été également démontré entre une sous-population des NcLCR et motoneurones. Les
NCcLCR peuvent configurer et régler la vitesse du circuit locomoteur et contréler la fréquence et

la durée des évenements locomoteurs (Djenoune et al. 2017; Hubbard et al. 2016) (figure 11.26).

Chez la lamproie, les NCLCR envoient des projections au plexus ventral(Agnati et al.
1995; Jalalvand et al. 2014b; Megias et al. 2003) ou vers la marge ventrolatérale ou se situent
leurs terminaisons (Megias et al. 2003; Vigh et al. 1977) Cette innervation permet des
interactions entre le LCR interne et externe. Les NCLCR du lamproie, semblent contacter le
plexus latéral via des récepteurs intraspinaux des cellules de bord (edge cells en anglais)
(Christenson et al. 1991b; Jalalvand et al. 2014a), qui sont des neurones mécanosensoriels

modulant le réseau locomoteur (Grillner and Blomberg 1984; Vinay et al. 1996). Cette projection
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suggere que les NcLCR peuvent moduler la locomotion en influencant les cellules de bord et
ainsi le retour d'information sensoriel concernant la locomotion. En revanche, il reste a vérifier
si les NcLCR sont toujours connectés aux neurones promoteurs ou si leur réle modulatoire dans

le réseau locomoteur spinal est conserve chez les mammifeéres.

A)

B)

modulation of
locomotor CPGs

Djenoune et al., 2017

Figure 11.26. Exemple de I'action des NcLCR dans le processus de locomotion chez le zebrafish.

A; Les NCLCR spinaux contactent plusieurs classes d'interneurones et des motoneurones au niveau de la moelle
épiniére du poisson zébre. Le NcLCR dorsal (en bleu) projette sur VO-v (au marron). Alors que le NcLCR ventral
(en bleu clair) contacte les CaP (des motoneurones primaires) (en rouge). Les deux populations des NcLCR sont

connectés aux interneurones sensoriels appelés CoPA (en rose).

B; Les NcLCR Spinaux font partie d'une interface sensorielle entre le LCR et le SNC. Les NcLCR répondent a la
courbure de la moelle épiniére, assurent le contréle d'équilibre postural, en ayant une projection sur le réseau

locomoteur spinal (CPGs) et pourrait donc intégrer des signaux depuis le LCR.

G. Proprietés électrophysiologiques

Les neurones contactant le liquide céphalorachidien ont une faible capacité
membranaire (cm) (3.4+0.2 pF; n =70), une résistance membranaire élevée (2.1+0.3 G_; n =70)
et un potentiel de repos (V) assez dépolarisé en comparaison avec d’autres populations

neuronales, environ -57,08 £7,39 mV (n=12).(Orts-Del’immagine et al., 2012).
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En mode courant impose a -60 mV et en injectant un courant entre +10 et +20 pA, les
NcLCR générent des potentiels d’action (PA) ce qui prouve leur nature neuronale. L’analyse du
patron de décharge indique que les NcLCR forment deux populations neuronales: des neurones
a décharge tonique de PA (41%) et des neurones a décharge phasique de PA (59%), lors de
I’injection d’un courant positif. En revanche, les deux populations gardent les mémes propriétés
passives (méme capacité et résistance membranaires et méme potentiel de repos) (Orts-
Del’immagine et al., 2012) (figure 11.27).

Décharge tonique 41% Décharge phasique 59%
| 20 mV 20 mV
05s 02s
+40 pA

L Courant injecté

Orts-Del'Immagine et al., 2012 (modifiée)

Figure 11.27. Profil de décharge neuronale des NcLCR

I1l. LE RECEPTEUR GABAs

L'acide y-aminobutyrique (GABA) est le neurotransmetteur inhibiteur majeur du systeme
nerveux central (SNC). Il joue un réle clé dans la modulation de I'activité neuronale. Le GABA

se fixe sur deux grandes classes de récepteurs : d’une part, les récepteurs ionotropiques GABAA,
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d’autre part, les récepteurs métabotropiques GABARg (figure 111.1 et tableau I11.1). Contrairement
aux récepteurs GABAAa qui sont des récepteurs-canaux, les récepteurs GABAg sont des
récepteurs couplés aux protéines G liant des nucléotides : guanosine diphosphate et guanosine
triphosphate. Ces protéines G intergissent avec de nombreuses autres protéines dont des canaux

ioniques calciques (Ca%*) et potassiques (K*).

GABA A GABA B
GABA
/
Picrotoxis 2 Site de fixation @
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Site téroid allostérique
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= ! .A
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Figure 111.1. Représentation schématique avec les deux types de récepteurs GABA

Le récepteur GABAA ou récepteur ionotropique du GABA de type A (a gauche), est un récepteur pentamérique
qui s’active par la fixation de deux molécules de GABA. Il inhibe I’activité €lectrique des neurones par induction
d’une entrée de CI- ce qui provoque une hyperpolarisation postsynaptique. Le récepteur GABAs (a droite), Le
récepteur métabotropique du GABA est composé de deux sous-unités GABAg: et GABAg; appartenant aux
récepteurs couplés aux protéines G. La premiere sous-unité fixe le ligand GABA, la deuxiéme active la protéine

G qui déclenche la voie de signalisation.

Tableau I11.1. Variété de récepteurs métabotropiques de différents neurotransmetteurs
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Récepteur Muscarinique | Glutamate [ GAB/\"j Dopamine Adrénergique Histamine Sérotonine | Purines
Sous-type M, " Class1 | [[GABAR D, Alpha H, 5-HT,, || Adenosine
récepteur M, mGlu, GABAy, D, A H, 5-HT,g A,
M, mGlu, Dy g Hy 5-HT,,, A,
M, Class II Dy % H, 5-HT,, Ay
M, mGlu, Dy @y 0 5-HT, . Ay
mGlu, Uy 5-HT A P2Y
Class 111 (3 5-HT,, P2Y,
mGlu, Bela i 5-HT, P2Y,
mGlu, B, 5-HT, P2y,
mGlu, B, [ 5-HT_, P2Y,
mGlu, B, 5-HT, P2y,
5-HT, r2y,,
P2Y,,
P2Y,,

Purves et al., 2008, p. 116

Les récepteurs GABAR sont largement exprimés dans le systeme nerveux, ils et ont été
impliqués dans une grande variété de troubles neurologiques et psychiatriques, y compris les
crises d'absence (épilepsie), la toxicité du y-hydroxybutyrate et, plus récemment (Benes and

Berretta 2001), I'encéphalite limbique auto-immune.

Le baclofene est le seul agoniste des récepteurs GABAGB, disponible en clinique et utilisé
pour le traitement de la spasticité®, la dystonie’, ainsi que certains types de douleurs
neuropathiques. Ces récepteurs peuvent également constituer une cible pour la prise en charge

de la toxicomanie, de l'anxiété et de la douleur viscérale (Brusberg et al. 2009).

Dans ce chapitre, nous allons présenter la structure de ce récepteur (A), sa pharmacologie

(B), ses effecteurs (C), ainsi que les rbles physiologiques des récepteurs GABAg et ses

implications cliniques (D).

6 La spasticité correspond a la contraction involontaire et exagérée des muscles suite a une Iésion cérébrale
ou de la moelle épiniére. Elle survient également chez les personnes tétraplégiques ou atteintes de sclérose en

plaques.
" La dystonie est un trouble de tonus musculaire entrainant des contractions involontaires qui se traduisent

par des mouvements répétitifs et des postures anormales.
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A. Structure du récepteur GABAg

Les propriétés structurelles du récepteur GABAg ont été caractérisées grace au clonage
du géne d’expression en utilisant 1’antagoniste de haute affinité ['2°] -CGP64213. L'expression
d'un récepteur GABAg entierement fonctionnel nécessitait un couplage entre deux sous-unites, a
savoir : GABAB: et GABAB.. Les récepteurs GABAg sont donc le premier exemple d'un

récepteur métabotrope hétérodimére fonctionnel.

1. Appartenance a la famille 3 (ou C) des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)

En 1997, des chercheurs ont réussi a cloner la premiere sous-unité GABAg, qu'ils ont
nommée GABAR: (Kaupmann et al., 1997). La séquence dérivée de GABAg: indique qu'elle ne
partage aucune similarité de séquence significative avec les récepteurs GABAAa, mais elle est
classée dans la famille 3 (classe C) des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) (figures 111.2).
Cette famille comprend les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGIuRs) ainsi que la
majorité des récepteurs de la sérotonine, une famille de récepteurs de phéromone et certains

récepteurs gustatifs des mammiferes.

Famille A.

Retinien
Odorants
Catecholamines
Adenosine

ATP, Opiates

Peptides

Formyl Met-Leu-Phe
(MLP)-peptide
Enkephaline PAF -acether
Anandamide Thrombine

=

Glycoproteines
Hormones
(LH, TSH, FSH)

Famille C. Famille B.
Neurotransmetteur metabotropique/ Calcium recepteur. Glucagon/VIP/Caicitonine recepteur

Glutamate
(metabotropique)
Ca2+

~x
GABA (GABAD) @
Pheromones

;O(VR GOVN) \S‘))r)’(g (—\Sj
100

TR T

Gether et al., 2001

Figure 111.2. Classification des RCPG
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Comme les autres RCPG de la classe C, les sous-unités GABAg: présentent plusieurs
caractéristiques (Colombo 2016), notamment une extrémité N-terminale trés volumineuse, et
surtout trés organisée. Elle se structure en forme de double-lobes qui constituent la poche de
fixation du ligand (Bockaert and Pin 1999), suivie de sept domaines transmembranaires

rapprocheés, indiquant leur appartenance aux RCPG (figure 111.3).

c Pinard A et Seddik R (modifiée)

Figure 111.3. Le récepteur GABAB est un RCPG de classe C

Il est composé de deux sous-unités, GABAB1 qui fixe le ligand et GABAB2 qui active la protéine G.

2. Récepteurs hétérodimeres

Les récepteurs composés uniquement de la sous-unité GABARg: ne sont pas fonctionnels
(Colombo 2016b). Alors qu’ils présentent des caractéristiques de liaison et des caractéristiques
biochimiques similaires a celles des récepteurs GABAGg natifs, plusieurs écarts importants ont été
notés entre ces récepteurs clonés et les récepteurs GABAg natifs. Par exemple, I'affinité aux
agonistes et aux antagonistes, qui est 100 a 150 fois inférieure pour le type GABAg1 que pour les
récepteurs natifs (Nakayasu et al. 1993). Plus important encore, lorsqu'il est exprimé dans des
lignées cellulaires, le type GABAB; était couplé seulement et faiblement a I'adenylyl cyclase et
ne se couple pas a d'autres effecteurs (Bettler et al. 2004), tels que les canaux calcium ou
potassium. La raison de la non-fonctionnalité des récepteurs GABAg: a été examinée en utilisant
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la technique du transfert d'énergie entre molécules fluorescentes (HTFR, homogeneous time-
resolved fluorescence resonance energy transfer technology) pour étudier la distribution
cellulaire de la protéine GABAg: (Maurel et al. 2004). Il a été constaté que GABAR: était retenu
dans le réticulum endoplasmique et donc n’atteint pas la surface cellulaire. Ainsi, il est apparu
que le type GABAR: nécessitait des informations supplémentaires pour le ciblage fonctionnel de

la membrane plasmique.

3. Le nécessaire couplage entre GABAB1 et GABAB2

L'incapacité de GABAg: a produire des récepteurs GABAg fonctionnels a inspiré une
recherche intensive d'autres génes apparentés, aboutissant a la découverte d'un second geéne
récepteur GABAGg, appelé GABAg: (Bettler et al. 2004). Ce sous-type de récepteur était
homologue & 35% avec GABAR: et présentait de nombreuses caractéristiques structurelles du
GABAg1, Yy compris un poids moléculaire élevé, un N-terminale extracellulaire étendu et sept
domaines transmembranaires (figure 111.4).

a 3

Sushi domain (SD1) *
60 aa

P -
b )

D g
8 °

Sushi domain (SD2) *
60 aa
38A

Venus Flytrap (VFT)
410 aa

70A
Y
A
Transmembrane (7TM)
260 aa
~40 A
) |
A
Coiled-coil
49 aa
60 A
A ,.
C-tail :
50 -150 aa
v
GABAs2 GABAs1 GABAs1 GABAs:2

" In GABAg1a only

Colombo, 2016, p. 96

Figure 111.4. Représentation des domaines structurels composant le récepteur GABAB
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Il est important de noter que ce récepteur doit étre co-exprimé avec GABABg: pour former
un récepteur GABAg fonctionnel. La co-expression de GABAg: et GABAB: a entrainé une
expression efficace du récepteur a la surface cellulaire et I'affinité agoniste de ces récepteurs
hétérodimériques était similaire a celle des récepteurs GABAg natifs (Colombo 2016a). Cette
découverte représentait la premiere preuve d'hétérodimérisation parmi les RCPG. Les récepteurs
GABAg hétéroméres clonés sont entierement fonctionnels et présentent un couplage robuste avec

tous les effecteurs des récepteurs GABAR natifs.

L'existence de I'nétérodimére GABAg dans les neurones a été confirmée par des
expériences d'immunoprécipitation (Bettler et al. 2004). Lors de ces expériences, les anticorps
dirigés contre le GABAB2 ont coprécipité efficacement les protéines GABAg: des membranes
corticales. Inversement, les anticorps qui reconnaissent le GABAg1 ont coprécipité le récepteur
GABAg:. Ainsi, les récepteurs GABABg natifs sont des hétérodimeres composés de GABAB: et
GABABg:.

Des études de lignées de souris transgéniques (KO GABAg1 ou KO GABAg: ) ont montré
que les souris dépourvues du gene GABAg: ou GABABg: présentent une perte de toutes les
réponses GABAg typiques (Sanger et al. 2002). Ces résultats indiquent I'importance de
l'assemblage hétérodimere pour I'expression d’un récepteur fonctionnel. Ces résultats suggerent
également que, chez les souris de type sauvage, la quasi-totalité des protéines GABAg1 sont
associees aux GABAg:. Ces éetudes confirment I’hypothése selon laquelle les réponses GABAg
natives seraient principalement médiées par des récepteurs hétéromeéres dérives des genes
GABAGg: et GABAR>.

Pour les récepteurs GABARg natifs et recombinants, I'interaction des sous-unités GABAg:
et GABAR: au sein de la cellule est essentielle pour I'assemblage correct de I'hétérodimeére sur la
membrane plasmique. Nous savons que le GABABg: ne peut pas atteindre la surface cellulaire a
cause de la présence d’un signal de rétention du réticulum endoplasmique (RE) dans sa queue
cytoplasmique (Couve et al. 1998). Le signal de rétention du RE dans GABAg; est situé dans un
domaine a-hélicoidal dans I'extrémité C-terminale (aussi appelée extrémité carboxy-terminale,
extrémité COOH ou terminaison carboxyle) du peptide. Il s’agit d’un domaine en spirale
également présent dans I’extrémité C-terminale du type GABAg2. Les deux types GABAg: et
GABAg: forment un hétérodimeére étroitement couplé via une interaction de ces deux domaines
enroulés. La formation de cet hétérodimére masque le signal de rétention du RE dans GABARg;,

permettant au récepteur hétéromere de se déplacer vers la surface cellulaire (Calver et al. 2001;
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Gassmann et al. 2005; Pagano et al. 2001). Le motif de rétention du RE assure donc que seul le

récepteur assemblé correctement peut étre exprimé a la surface de la cellule.

De nombreux récepteurs de la classe C des RCPG, y compris les récepteurs
métabotropiques du glutamate et le récepteur sensible au Ca?*, peuvent former des homodiméres
(Giraldo and Pin 2011). Les récepteurs GABAR étaient les premiers hétérodimeéres fonctionnels
a étre identifiés dans la classe métabotropique (Bettler et al. 2004). La formation de diméres de
ces récepteurs s'est averée étre due a l'interaction disulfure des résidus de cystéine dans le
domaine N-terminale extracellulaire. Ces résidus de cystéine sont absents dans le cas du
récepteur GABARg, qui se dimérise principalement par I’interaction des domaines en spirale

enroulée dans I'extrémité carboxy-terminale.

Ces récepteurs étroitement apparentés ont développé différents mécanismes de

dimérisation, ce qui suggere son importance pour cette classe de récepteurs.
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Figure 111.5. Mécanisme interactionnel des sous-unités GABAg: et GABAg;

LB1: lobe 1 et LB2 : lobe 2 du domaine « Venus flytrap »

Les sous-unités GABAg: et GABAR2 possedent une interaction physique des protéines
dans le domaine intracellulaire appelé coiled-coil (figure 111.5). Le type GABAg:1 comporte le
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site de liaison du ligand (GABA) et ses agonistes via le domaine Venus flytrap, tandis que le
domaine heptahélices du GABAg; assure le couplage avec les protéines G via les sous-unités a,
B ety. Enrevanche, les domaines Venus flytrap de GABABg: et heptahélices du GABARg: ceuvrent
par ailleurs a accroitre I’efficacité du couplage ainsi que 1’affinité des agonistes (Galvez et al.
2001; Kniazeff 2002; Nelson et al. 2001). La fonctionnalité du récepteur GABAg dépend donc

de la coopération des deux sous-unités pour devenir effective.

La liaison des deux protomeéres se trouve facilitée par I’amplitude des mouvements des
domaines heptahélices vis-a-vis des domaines Venus flytrap extracellulaires (figure I11.6). Des
lors que la fermeture des domaines Venus flytrap est engagée, la présence de 1’agoniste induit un
changement conformationnel des domaines heptahélices par lequel le contact entre les sous-
unités o du lobe LB1 de chaque monomere deviennent paralléles alors qu’elles forment un angle
de 140° en I’absence d’agoniste (Kunishima et al. 2000). De leur c6té, les lobes LB2 se trouvent
éloignés par effet électrostatique (Tsuchiya et al. 2002). De I3, lorsque la liaison est stabilisée,
les hélices de chaque monomere réduisent leur angularité a 40°, ce qui donne lieu a la

formalisation d’une nouvelle interface de contact entre les deux LB2.
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Figure 111.6 ; Formalisation d’une interface de contact

A gauche, I’état inactif est caractérisé par un angle de 140° entre les LB1 de chaque monomeére ; a droite,
cet angle se ferme a 40° avec un changement conformation d’un seul protomére ; le pivotement des deux

LB1 induit un nouvel espace de contact entre les deux LB2.
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B. Distribution des récepteurs GABAEg dans le systéeme nerveux central

Les récepteurs GABAGB sont caractérisés par leur omniprésence dans le SNC (Bowery et
al. 1987) Les densités les plus fortes de ce récepteur étant présentes au niveau du cervelet
(Turgeon and Albin 1994) ou les sites de liaison du GABAg ont été localisés plus précisément
au niveau des dendrites des cellules Purkinje et leurs axones. D’autres études ont montré
I’existence des R-GABAg dans le noyau vestibulaire médian, qui est connu pour recevoir des
projections des cellules Purkinje du cervelet. La présence d’une densité importante des récepteurs

GABAg a également été documentée dans le noyau cochléaire (Juiz et al. 1994).

Les récepteur GABAg sont présents chez les vertébrés amniotes et sont conservés
remarquablement au cours de 1’évolution. Leur distribution chez les mammiféres est
curieusement similaire a celle rencontré au niveau du prosencéphale et du tronc cérébral chez les

oiseaux (Olsen and DeLorey 1999).

La sous-unité GABAg: est abondamment exprimée au niveau du cortex cérébral, des
cellules pyramidales des régions CA3-CA1 de I’hippocampe, du gyrus denté, du ganglion basal,
de I’aire ventrale tegmentale, du bulbe olfactif, du thalamus, de I’amygdala et de I’hypothalamus,
ainsi qu’au niveau des cellules de Purkinje et les cellules de la couche granulaire du cervelet.
Pour ce qui est de la sous-unité GABABg>, elle est fortement exprimée dans les cellules de
Purkinje, le cortex cérébral, le thalamus et les cellules pyramidales de 1’hippocampe mais

faiblement exprimée dans I’hypothalamus (Calver et al. 2000) (figure 111.7).
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Figure 111.7: Distribution des sous-unités du récepteur GABAg dans le cerveau

Ces données de I’expression d’ARN sont exprimées en unités arbitraires obtenues par RT-PCR

quantitative (Reverse transcription polymerase chain reaction) au niveau du cerveau de rat.
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La présence de fortes densités du R-GABAg dans plusieurs régions cérébrales plaide
fortement pour I’implication de ce récepteur dans un certain nombre de fonctions au niveau du
SNC. Dans un chapitre ultérieur (Réles physiologiques R-GABAg dans le SNC ; page :), nous
allons voir que 1’agoniste de ce récepteur est utilis€¢ dans le traitement de plusieurs pathologies
impliquant différents centres nerveux, tels que: le systeme moteur (Moelle épiniére) ; le
traitement de 1’épilepsie (Hippocampe) ; la nociception (systéme neurosensoriel) ; le traitement
de I’addiction (circuit de récompense) ou encore la prise alimentaire (hypothalamus et tronc

cérébral).

C. Pharmacologie du récepteur

1. Apercu historique sur le récepteur GABAB

Vingt ans aprés la mise en évidence du neurotransmetteur GABA dans le cerveau
(Awapara et al., 1950; Roberts et Frankel, 1950), le premier antagoniste compétitif du GABA fut
découvert : la bicuculline (Curtis et al. 1970, 1971). Peu de temps aprés, plusieurs travaux ont
démontré I’existence de « médiateurs » (récepteurs) GABAergiques insensibles a la bicuculline
(figure 111.8) (Biscoe et al. 1972; Godfraind et al. 1970; Johnston et al. 1972; Straughan et al.

1971).
1
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0 H YH CH,
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O
Bicuculline

Roberts et Frankel, 1950

Figure 111.8. Insensibilité du GABA a la Bicuculline

A gauche, la molécule du GABA découverte dans le cerveau par Robert et Frankel en 1950 ; & droite la structure

chimique de la bicuculline antagoniste du GABA inactive sur les récepteurs GABAg.
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Au début des années soixante (1962), les laboratoires de Ciba-Geigy ont produit le
baclofene racémique sous le nom de « Liorésal ». Un agoniste spécifique a un récepteur GABA
atypique, puisqu’il est insensible a la bicuculline. La différentiation de ces récepteurs, appelés
plus tard, GABAGg et les récepteurs classiques (GABAA) a été effectuée la premiere fois par
Bowery et Hill en 1981. Ils ont défini le récepteur GABAg comme étant un récepteur du GABA
insensible a la bicuculline (antagoniste du GABAA) et pour lesquels le R-(-)-baclofene (4-amino-
3-(4-chlorophenyl)-GABA) est un agoniste spécifique et le 2-hydroxy-saclofene est un
antagoniste spécifique (figure 111.9). Les R-GABAg ont été classés, par les mémes auteurs, parmi
la classe C des RCPG (Bowery et al. 1981).

Cl
al Cl
i
ﬁ H-N E—OH - (Isjl_OH
H,N C—OH 2 (l)H OH
Baclofene Phaclofene 2-OH-Saclofene

Figure 111.9. L’agoniste spécifiqgue aux RCPG GABAg ; le baclofene et ses antagonistes (phacloféne et

Sacloféne)

Aujourd’hui, le RCPG GABAg est réputé étre impliqué dans plusieurs desordres
psychiatriques ce qui fait de lui la cible de plusieurs médicaments. Vu leur importance, les
récepteurs GABAGg ont été les sujets de plusieurs études afin de mieux comprendre leur structure,

leur pharmacologie et leurs fonctions physiologiques (Pinard et al. 2010).

2. Introduction a la pharmacologie du récepteur GABAB

Le baclofene active les récepteurs GABAg de maniére stéreospecifique, I'isomere (-) étant
environ 100 fois plus puissant que I'isomére (+). En revanche, les récepteurs GABARg ne sont pas
sensibles aux agonistes classiques du récepteur GABAA, tels que le muscimol et I'isoguvacine,
ni aux modulateurs des récepteurs GABAa, comme les benzodiazépines, les barbituriques ou

encore les neurostéroides (Colombo 2016).
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Figure 111.10. Structures de certains agonistes et antagonistes du récepteur GABAg

La découverte d'antagonistes sélectifs du récepteur GABAEg présentant une affinité accrue

pour les récepteurs et un profil pharmacocinétique amélioré a été un élément important pour

établir la signification et la structure des récepteurs GABAg (Bettler et al. 2004). Les premiers

antagonistes des récepteurs GABARg, le phacloféne et le 2-hydroxysaclofene, ont constitue une

avancée majeure dans 1’étude des récepteurs GABAg, méme s’ils possédaient des puissances

relativement faibles. Par la suite, Froestl et ses collaborateurs (Froestl et al. 1995b) ont présenté

le CGP35348, le premier antagoniste des récepteurs GABAg capable de traverser la barriere

hémato-encéphalique ; rapidement suivi par le CGP36742, le premier antagoniste du récepteur

GABAB actif par voie orale. Bien que ces composés aient présenté une puissance plutét faible,

Froestl et ses collaborateurs (Froestl et al. 1995b) ont constaté que la substitution d'un fragment

dichlorobenzéne a ces molécules antagonistes augmentait leurs affinités d'un facteur d’environ
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10 000. Cette découverte a abouti a la production d'une multitude de composeés, tels que
CGP52432, CGP55845, CGP64213 et CGP71872 (figure 111.10), qui avaient des affinités dans
la gamme nanomolaire et méme subnanomolaire. Cette série de composes a finalement conduit
au développement de l'antagoniste de haute affinité radio-iodé [12°1]-CGP64213, utilisé pour
cloner la sous-unité GABAg:. Dans notre étude nous avons choisi d’utiliser ’antagoniste
CGP54626A qui a une affinité de I’ordre du nanomolaire (4 nM) pour le récepteur GABA-B.

3. Agonistes des recepteurs GABAs

Le baclofene, Ba-34647, a été synthétisé en septembre 1962 par Heinrich Keberle, a Bale,
en Suisse, sur la base de I’idée d’augmenter la lipophilie du GABA (Cates 1985) afin de faciliter
son passage a travers la barriere hémato-encéphalique (BHE) (Keberle, Faigle et Wilhelm,
1968). La lipophilie du bacloféne avec un logD de - 0,96 (Leisen et al. 2003) reste insuffisante
pour amener le composé dans le cerveau par diffusion passive. Cependant, le baclofene est
transporté dans le cerveau par interaction avec le transporteur des grands acides aminés neutres
(Audus and Borchardt 1986; van Bree et al. 1988, 1991). Inversement, la distribution du
bacloféne dans le liquide interstitiel du cerveau est due a sa diffusion a travers la BHE régulée

par un transporteur d'anions organiques (Deguchi et al. 1995).

Le baclofene possede deux énantiomeres : le (R)-(-)-bacloféne (CGP11973A) (figure
111.10) et le (S)-(+)-baclofene (CGP11974A). Le racémique et le (R)-(-)-bacloféne ont entrainé
une diminution proportionnelle & la dose des réflexes : rotulien, fléchisseur, linguomandibulaire
et H® chez les chats (Olpe et al. 1978). Des études de liaison ont confirmé ces résultats : les
valeurs de la concentration inhibitrice médiane (1Cso) du (R)-(-)-bacloféne, du (S)-(+)-baclofene
et du bacloféne racémique pour inhiber la liaison du [*H]-bacloféne aux récepteurs GABAg du
cervelet de chat sont 15 nM, 1,770 nM et 35 nM, respectivement (Froestl et al. 1995a). La
structure cristalline du chlorhydrate de (R)-(-)-baclofene a été publiée par Chang et al. (Chang
1982).

8 Le réflexe H corespond au réflexe des muscles aprés une stimulation électrique des nerfs périphériques
Au niveau musculaire, deux ondes sont enregistrées: M puis H. L’onde H correspond a la mise en jeu du réflexe
myotatique et implique les fibres sensorielles IA du fuseau neuromusculaire. L’examen de 1’onde H permet
d’explorer I’intégrité du réflexe myotatique ou réflexe a I’étirement.
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1.1. Utilisation clinique du bacloféne
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Figure 111.11. Structures des agonistes des récepteurs GABAg

Le baclofene exerce des effets cliniques bénéfiques dans de nombreuses indications, a

savoir :

En tant que myorelaxant dans la spasticité chez les patients atteints d’hémiplégie et de
tétraplégie (Brogden et al. 1974), y compris la spasticité dans la sclérose en plaques
(O’Brien et al. 1996), associéee a la démence a corps de Lewy (DCL) (Moutoussis & Orrell
1996) et a la paralysie cérébrale chez I'enfant (Buonaguro et al. 2005; Scheinberg 2006)
et les adultes (Krach 2009).

L'administration de baclofene directement dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) via
une mini-pompe implantée, c'est-a-dire un bacloféne intrathécal, a constitué une avancée
majeure des spasticités séveres, chroniques et diffuses d’origine médullaire. Penn et ses
collégues ont obtenu des améliorations spectaculaires chez des patients, dont certains
étaient alités depuis 19 ans, et qui ont retrouveé leur capacité a marcher (Kroin 1992; Penn
and Kroin 1987). De nombreux neurologues éminents ont immeédiatement adopté cette
nouvelle méthode de traitement (Becker et al. 1997; Rawlins 1998).

Un effet secondaire positif du traitement par le bacloféne est I'amélioration marquée du
fonctionnement de la vessie chez les patients présentant des Iésions de la moelle épiniére
(Rapidi et al. 2007). Le baclofene a significativement réduit I'immunoréactivité de type
peptidique liée au gene de la calcitonine (CGRP-LI) dans la vessie de cobaye (Santicioli
1991).

Le bacloféne est également un médicament efficace dans plusieurs manifestations de la
douleur, comme la névralgie du trijumeau. Selon Fromm et al., le bacloféne seul ou en
association avec la carbamazépine ou la phénytoine (anticonvulsants) permet de soulager

considérablement la douleur (Baker et al. 1985). Fait intéressant, Fromm a observé que
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le (R)-(-)-baclofene était 5 fois plus puissant que le baclofene racémique (Fromm and
Terrence 1987; Terrence et al. 1983). Cela peut étre mis en lien avec les articles de
Sawynok et Dickson (Sawynok and Dickson 1984, 1985) montrant que le (S)-(+)-
bacloféene peut agir comme antagoniste des récepteurs au baclofene. Cette question n'a
jamais été résolue.

Le bacloféne était efficace dans le traitement des céphalées en grappe °(Hering-Hanit and
Gadoth 2000, 2001) et dans la prévention de la migraine (Hering-Hanit 1999). Un article
révéle la redondance génétique® des récepteurs GABAg dans les nocicepteurs
périphériques in vivo, ce qui a conduit a la conclusion que les récepteurs GABAg du
systeme nerveux périphérique jouent un réle moins important que ceux du SNC dans la
régulation de la douleur (Gangadharan et al. 2009). En général, on pense que le baclofene
exerce les propriétés analgésiques en réduisant la libération de L-glutamate, de la
substance P et la CGRP (calcitonin gene related peptide) des terminaisons afférentes
primaires (Enna and McCarson 2006).

Le baclofene est efficace pour réduire le manque d'alcool. Des essais cliniques
approfondis semblent prometteurs, méme chez les patients souffrant de delirium tremens
(Addolorato et al. 2009; Flannery et al. 2004; Leggio 2009). De nombreuses études
précliniques sur des animaux de laboratoire ont précédé les essais cliniques (Maccioni et
al. 2008; Federici et al. 2009; Colombo 2016).

Le baclofene réduit efficacement le besoin de cocaine. Les études cliniques ont débuté en
1998 (Haney et al. 2006). D’autres études ont été prévues pour évaluer le potentiel du
bacloféne en tant qu’agent de prévention des rechutes (Kahn et al., 2009)(Rotheram-
Fuller et al. 2007).

Les résultats du premier essai clinique sur le bacloféne pour réduire le besoin de nicotine
ont été publiés en 2009 (Franklin et al. 2009). lls démontrent une réduction du nombre de
cigarettes fumées par jour et une diminution significative du besoin de fumer. Le
mécanisme d'action peut étre di a une reduction de la libération de dopamine par le

baclofene (Amantea and Bowery 2004).

® Les céphalées en grappe sont des maux de tétes extrémement douloureuses. Elles sont rares et se

caractérisent par des douleurs qui débutent au niveau de la tempe et de 1'ceil et ne touchent donc qu'une partie de la
face et du créne. Ces céphalées se manifestent souvent a la méme heure du jour ou de la nuit. En général, les crises
surviennent en «grappes» qui durent plusieurs jours, voire plusieurs semaines, avant de disparaitre souvent pendant
plusieurs mois.

10 Une redondance génétique est une expression de plusieurs génes codant pour la méme protéine. Cette

redondance nous informe sur I’importance de la protéine exprimée.
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e Un essai clinique a montré des résultats prometteurs selon lesquels le baclofene pourrait
étre un nouvel agent thérapeutique contre le syndrome de sevrage des opiacés
(Akhondzadeh et al. 2000). Des informations précliniques sont disponibles pour
I'atténuation des signes de sevrage de la morphine (Bartoletti et al. 2007; Heinrichs et al.
2010)et pour la prévention du comportement de recherche d'héroine (Xi and Stein 1999).
Les symptdmes du sevrage des benzodiazépines peuvent également étre améliorés par le
baclofene (File et al. 1991).

e La thérapie au bacloféne pour le trouble de stress post-traumatique (TSPT) chronique a
été efficace dans le traitement a la fois des symptomes du TSPT et de la dépression et de
I'anxiété associes (Drake et al. 2003). Le nombre d'attaques de panique a été
significativement réduit par le traitement au bacloféne (Breslow et al. 1989).

e Les récepteurs GABAg périphériques sont impliqués dans I'action du baclofene sur le
reflux gastro-cesophagien. Les résultats précliniques chez le chien (Lehmann 2008, 2009)
et le furet (Blackshaw et al. 1999) ont ouvert la voie aux premiers essais cliniques (van
Herwaarden et al. 2002; Koek et al. 2003). Actuellement, les scientifiques d'Astra Zeneca
évaluent le nouvel agoniste des récepteurs GABAg, le AZD3355 (figure 111.11).

e Le baclofene a été utilisé pour le traitement du hoquet chronique. Dans 37 cas de hoquet
chronique (durée moyenne de 4,6 ans), le bacloféne a entrainé une résolution compléte a
long terme dans 18 cas et une diminution considéerable dans 10 autres cas (Guelaud et al.
1995; Turkyilmaz and Eroglu 2008; Twycross 2003).

e Le baclofene a été utilisé pour le traitement de la toux (Dicpinigaitis et al. 2000).

e Les premiéres études précliniques indiquent que le baclofene peut inhiber les crises
audiogeénes dans un modele murin du syndrome de I'X fragile (Pacey et al. 2009) (Pacey
et al., 2009).

Ces diverses applications du bacloféne, refletent son implication et par défaut

I’implication de son récepteur GABAg dans la régulation de plusieurs activités neuronales

dans le SNC.

1.2. Agonistes partiels du récepteur GABAg

En plus du bacloféne et de ses dérivés, le Phenibut (B-phényl acide gamma-
aminobutyrique), la gabapentine et les acides g-aminopropyl-phosphiniques, il existe des

agonistes partiels du récepteur GABAB.
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= CGP47656

Il 'y a une transition rapide des acides g-aminopropyl-méthyl-phosphiniques (CGP35024
ou SF&F97541) (figure 111.12) agissant comme agoniste du récepteur GABAg a I'hnomologue
acide g-aminopropyl-éthyl-phosphinique (CGP36216) agissant comme un antagoniste des
récepteurs GABAg (Froestl et al. 1995a, 1995b; Ong et al. 2001). Le composé ayant un
substituant de taille entre un groupe méthyle et un groupe éthyle, c'est-a-dire le dérivé
difluorométhyliqgue CGP47656 ayant une grande affinité pour les récepteurs GABAB, est un
agoniste partiel des récepteurs GABAg (ICso = 89 nM ; inhibition de la liaison de [*H] CGP27492
aux récepteurs GABAg du cortex de rat).
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n i n 0
HaN._~_ P~ H HoN _~_-P~ HEN\/\JPHCH—,CH 1]
& CHs < & CHF 4 CHeCHs HO_~_C.oy
SK&F97541=CGP35024 CGP47656 CGP36216 Y-Hydroxy-butyric acid
Agonist Partial agonist Antagonist

Figure 111.12. Structures de deux agonistes partiels du récepteur GABAs

= y-Hydroxy-Butyric Acid

L'acide y-hydroxy-butyrique (GHB) (figure 111.12) est un métabolite mineur du GABA
synthétisé par la transaminase GABA et la sémialdéhyde réductase succinique. Le GHB est
également un médicament homologué (Xyrem) pour le traitement de la somnolence diurne
excessive et de la cataplexie chez les patients atteints de narcolepsie (Bernasconi et al. 1999).
Plus récemment, le GHB est devenu tristement célébre en tant que « drogue du viol », induisant
une euphorie, des hallucinations, une sédation et une relaxation (Wong et al. 2004). Plusieurs
études ont conclu que le GHB agit comme un agoniste partiel du récepteur GABAg (Ki = 79-126
uM) (Mathivet et al. 1997).

Des expériences sur des souris déficientes en récepteurs GABABg: ont clairement montré
que de nombreux effets in vivo du GHB étaient perdus, tels que I'hypolocomotion, I'nypothermie
et I’Inhibition de la libération dopaminergique striatale (Kaupmann et al., 2003), suggérant que
la majorité des actions exogéenes du GHB sont médiées par les récepteurs GABAg (Crunelli et al.
2006). Cependant, les cerveaux des souris déficientes en récepteurs GABARg: présentent toujours

une liaison au GHB démontrant 1’existence d’autres sites de liaison au GHB a haute affinité. Des
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ligands sélectifs a haute affinité du GHB avec Kj jusqu’a 22 nM ont ¢été rapportés par
Wellendorph et Hag (Hag et al. 2008; Wellendorph et al. 2005). Fait intéressant, le diclofénac,
un anti-inflammatoire largement utilisé, se lie aux récepteurs du GHB dans le cerveau du rat
(Wellendorph et al. 2009). Cependant, l'article d’ Andriamampandry (Andriamampandry et al.
2007) sur le clonage du récepteur humain présumé du GHB a été rejeté par de nombreux experts

en biologie moléculaire.

4. Antagonistes des récepteurs GABAs

1.3. Antagonistes des récepteurs GABAg de premiére génération

Dans une classification simple, on peut définir les antagonistes des récepteurs GABAg de

premiere genération en tant que composés présentant des valeurs Clso supérieures a 1 uM.

En mars 1987, des premiers résultats ont été publiées sur les effets du phaclofene (figure
111.13), un antagoniste des récepteurs GABAg (ICso = 130 uM) (Kerr 1987). Le phacloféne a
blogqué le potentiel postsynaptique inhibiteur (PPSI) lent induit par le baclofene, révélant un réle
physiologique important pour les récepteurs GABAg (Nicoll 2004). L'énantiomeére actif est le
(R)-(-)-phaclofene (ICso 76 uM), tandis que le (S)-(+)-phacloféne présente une valeur Clso> 1
mM (Frydenvang et al. 1994).

cl cl
X A
i |
B 1 HoN AP A~ HN \/K, Pa N~
HoN \/F;\OH HN. - ?so on i
e . CGP46381 CGP51176
(RH-)-Phaclofen (S)-{(+)-2-Hydroxy-Saclofen
o) o)
H,N P_ 0o i oY
2 \/\/OH A H:,N\/\/F?\/\/ >\N/ OH
o~ OH 4
CGP35348 CGP36742 (S)-(+)SCH50911

Figure 111.13. Structures des antagonistes du récepteur GABAg de premiere génération

Le deuxiéme antagoniste du récepteur GABABg, le 2-hydroxy-sacloféne (ICso = 11 uM)
(figure 111.13), a été mis en évidence par Kerr et al. en 1988 (Kerr et al., 1988). L'énantiomeére
actif est le (S)-(+)-2-hydroxy-sacloféne (Kerr et al., 1995).

Les premiers antagonistes du récepteur de GABAGg capables de pénétrer la BHE sont le
CGP35348 (Olpe et al. 1990)(ICso = 27 uM, actif aprés administration intrapéritonéale
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seulement), le CGP36742, le CGP46381, le CGP51176 (ICso = 38 uM, 4 uM et 6 pM,
respectivement )(Froestl et al.,1995b), et le SCH50911, un pur (S)-(+)-énantiomere (ICso = 1,1
uM) (figure 111.13) (Bolser et al. 1995; Frydenvang et al. 1997). Les quatre derniers antagonistes

du récepteur GABAg sont tous actifs aprés administration orale.

De nombreuses études précliniques ont été réalisées avec le CGP36742 (SGS742) (Helm
et al. 2005) et ont montré que le SGS742 ameliore la mémoire spatiale et réduit la liaison des
protéines a I'élément de réponse a l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) dans
I'nippocampe des rats. Le SGS742 peut agir en supprimant le CREB2 des voies de transcription
pour le stockage de la mémoire a long terme. Il est possible que, par suppression de CREB2,
I’équilibre entre le CREB1 et le CREB2 soit rétabli. Gallagher et ses collégues ont montré que,
chez les rats souffrant de troubles de la mémoire, le CREB1 est significativement réduit, alors
que le CREB2 ne I'est pas (Brightwell et al. 2004).

La pénétration du CGP36742 dans la BHE dans le cerveau de rat pourrait étre mesurée

avec un dosage de haute précision en microscopie / spectrométrie de masse (Andrén et al. 1998).

Le CGP46381 s'est avére supérieur au CGP35348 pour supprimer les crises d'absence

généralisées chez les souris modeéles léthargiques, dépendante de GHB (Aizawa et al. 1997).

Le SCH50911 (figure 111.13) a montré des effets anti-absence prononcés dans le modéle
léthargique chez la souris (Hosford et al., 1995). Il a produit une protection marquée contre la
mortalité par acide y -hydroxybutyrique chez la souris (Carai et al. 2002, 2005). L'administration
chronique de SCH50911 a conduit a une régulation positive des récepteurs GABAg (Pibiri et al.
2005). 30 mg / kg en intrapéritonéale soit de SCH50911, de CGP46381 (figure 111.14) ou de
CGP52432 (figure 111.14) ont entrainé une stimulation significative de I'activité locomotrice chez
le rat, qui pourrait étre bloquée par I'halopéridol (une butyrophénone avec des propriétés
antidopaminergiques), suggérant une libération accrue de dopamine par les antagonistes des
récepteurs GABAg. Ces résultats corroborent des études électrophysiologiques antérieures
(Erhardt et al. 1999).
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1.4. Antagonistes des récepteurs GABAg de deuxiéme génération
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Figure 111.14. Structures d'antagonistes du récepteur GABAg de deuxiéme génération

Dans une classification simple, nous définissons les antagonistes des récepteurs GABAg
de deuxieme génération en tant que composes présentant des valeurs Clsg de 1’ordre du

nanomolaire.

La grande avancée dans le domaine des antagonistes du récepteur GABAg a affinité
nanomolaire a été réalisée par Stuart J. Mickel en novembre 1990. Ce dernier a remplacé le
groupe amine des acides y-aminopropylphosphiniques par des substituants benzyle sélectionnés.
Le CGP52432 affiche une Clso de 55 nM, le CGP54626A de 4 nM (I’antagoniste que nous avons
utilisé lors de la présente étude), le CGP55845A de 6 nM, le CGP56433A de 80 nM, le
CGP56999A de 2 nM, le CGP61334 de 36 nM, le CGP62349 de 2 nM et le CGP63360A de 39
nM (Froestl et al., 1996) (figure 111.14).

En particulier, le CGP55845A et le CGP56433A ont été largement testés dans divers
modeles in vivo. Il est intéressant de noter que les deux molécules présentent des puissances

égales sur les synapses inhibitrices dans la région CA1 de I'hippocampe du rat (Pozza et al. 1999).

Le CGP56999A est probablement I'antagoniste du récepteur GABAR le plus puissant qui
soit synthétisé a ce jour (Ki = 0,25 nM) (Urwyler et al. 2005). Un traitement quotidien avec 1
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mg/kg en mode intrapéritonéal a significativement atténué la diminution de la dopamine
nigrostriatale induite par la 6-hydroxydopamine et augmente I'expression du BDNF dans le
striatum ipsilatéral, indiquant une application pour le traitement de la maladie de Parkinson (Enna
et al. 2006). L’administration intrapéritonéale du CGP56999A a 3-6 mg/kg a provoqué des
convulsions cloniques retardées (Vergnes et al. 1997). Le mécanisme de I'effet proconvulsif a été
étudié par Qu et al. (Qu et al. 2010). Les crises précoces entrainent une réduction durable de la

transmission médiée par le récepteur GABAEg dans le gyrus denté.

Le CGP63360A (ICso = 39 nM de déplacement de liaison de 1’agoniste du récepteur
GABAGg [*H] CGP27492 et ICso = 9 nM de déplacement de liaison de I’antagoniste du récepteur
GABAg [1%°1] CGP64213, (tous deux provenant de membranes du cortex de rat) a exposé des
effets marquants sur I'apprentissage et I'amélioration de la mémoire durant des tests d'évitement
actif et passif chez le rat et la souris a des doses faibles (0,1 mg / kg par voie orale). Il a augmenté
le nombre d’évitements aux troisieéme, quatrieéme et cinquiéme jours des séances d’apprentissage,
et a amélioré les resultats des test de rétention de la mémoire, au douzieme jour (Getova and
Dimitrova 2007). Finalement, il a supprimé également, les crises d’absence dans un modéle
génétique d’épilepsie avec une dose efficace médiane (DE50) de 2 mg / kg en intrapéritonéal et

40 mg / kg par voie orale, et sans causer d'effets proconvulsifs jusqu'a 300 mg / kg par voie orale.

1.5. Antagonistes des récepteurs GABAg de troisieme génération

Les antagonistes du récepteur GABAg de troisieme génération présentent des valeurs ICso
de I’ordre du nanomolaire et sont substitués par des radio-isotopes de radioactivité spécifique

trés élevée dépassant 2 000 Ci / mmol, tels que *#°I.

[1?°1] CGP64213 (ICso = 1,2 nM) a servi de moyen d'identification des clones d'isoformes
du récepteur GABAg1, et GABAg1, aprés transfection dans des cellules COS *2(Kaupmann et al.,
1997). Le ligand de photo affinité [12°1] CGP71872 (ICso = 1 nM) a permis, pour la premiére fois,
de determiner les poids moléculaires élevés des récepteurs GABAB1a et GABAB1, de 130 et 100
kD. Ces deux bandes sont conservées dans les membranes cerébrales de I'homme, du rat, de la
souris, du poulet, de la grenouille et du poisson-zébre, mais ne sont pas retrouvées chez la

drosophile et les nématodes (Bettler et al. 2004). Les syntheses des deux ligands sont décrites

Radioactivité spécifique est la quantité de radioactivité par unité de masse d'une molécule contenant le
radio-isotope. Elle est normalement exprimée en mCi/mmol ou en [1Ci/[Tmol. Ci (le curie) est I'unité de mesure de
la quantité de radioactivité. Elle représente le nombre de désintégrations/seconde dans un 1 g de radium.

12 es cellules COS, sont issues de culture cellulaire des cellules rénales de singes. Elles sont utilisées, en
biologie moléculaire pour la transfection le clonage des protéines.
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avec des détails expérimentaux complets dans un brevet (Kaupmann 1997). La synthése de [*?°I]
CGP71872 a été décrite deux ans plus tard également par des chimistes de Merck®® (Belley et al.
1999).

Tableau I11.2: Agonistes et antagonistes du récepteurs GABAg

Concentration
Molécule inhibitrice médiane Références
(ICs0)
« (R)-(-)-bacloféne 15nM Bolser et al, 1995
(CGP11973A)
- (S)-(+)-bacloféne 1770 nM Froestl et al., 1995a, Froestl
Agonistes ’
(CGP11974A).
= bacloféne racémique 35nM etal, 1995b
= CGP47656 89 nM
Froestl et al., 1996
= Phaclofene 130 uM
" (R)-(-)-phaclofene 7 il Frydenvang et al., 1994
= (S)-(+)-phacloféne >1mM
= 2-hydroxy-saclofene 11 uM Frydenvang et al., 1997
Premiére génération = CGP35348 27 uM
= CGP36742 38 uM Getova et al., 2007
= CGP46381 4 uM
= CGP51176 6 uM Kaupmann et al., 1997a ;
- = SCH50911 1,1 uM
[<5]
iz = CGP52432 55nM Kaupmann et al., 1997b
S = CGP54626A 4nM
=
< = CGP55845A 6nM Kerr et al., 1995 ;
= CGP56433A 80 nM
Deuxiéme génération = CGP56999A 2nM Kerr et al., 1987
= CGP61334 36 nM
= CGP62349 2nM Lingenhoehl et al., 1999
» CGP63360A 39 nM
a3
Troisiéme génération | =[*?°I] CGP64213 1,2nM
=[125]] CGP71872 1nM

13 Grande Compagnie industrielle pharmaceutique allemande.
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D. Les effecteurs

Les récepteurs GABAg sont des récepteurs couplés aux protéines G, qui agissent sur un
certain nombre d’effecteurs, y compris 1'adénylyl cyclase, les canaux calciques potentiel-
dépendants et les canaux potassiques a rectification entrante (KIR). Ces différents effecteurs
permettent aux récepteurs GABAg de produire non seulement une inhibition, mais aussi une

diversité d'effets sur la fonction neuronale (figure 111.15).

GIRK Ca,

Adenylyl ca™
cyclase 84 Ca?*

R gy

VI ATP

N

Figure 111.15. Le récepteur GABAg module plusieurs effecteurs

Le récepteur GABAg recrute les sous-unités de la protéine G pour ses effecteurs. L’enzyme adénylil cyclase est
inhibée par la sous-unité Ga. Les canaux calciques sont inhibés par le complexe Gy ainsi que les canaux KIR qui

sont activés par le méme complexe.

1. Protéines G

Les effecteurs des récepteurs GABAR sont nombreux et sont modulés par 1’activation des

deux sous unités Ga et GBy de la protéine G (figure 111.15).

La fixation du ligand par le R-GABAg induit une association du récepteur a la protéine
hétérotrimérique G (composées des sous unités a, B, et y). En conséquence, la sous-unité
Goeffectue une substitution de la molécule GDP par la molécule GTP. Puis, le nouveau complexe
Go-GTP se dissocie du dimére Gfy. Ces deux protéines sont capables de déclencher, chacun,
une cascade de signalisation via I’activation des effecteurs, dont des canaux ioniques et enzymes.
En fin de réaction, la sous-unité Go hydrolyse le GTP en GDP a I’aide d’une GTPase intrinseque

ce qui favorise une nouvelle réassociation de la G-protéine au RCPG (figure 111.16).
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Il existe deux catégories de proteéines G, selon leur sensibilité a la toxine pertussis
(Pertussis toxin (PTX)). Les protéines avec la sous-unité Gai, qui subissent une ADP-
ribosylation par la PTX. L’échange du GDP en GTP est donc impossible, ce qui bloque la

dissociation du hétérotrimére.

Les R-GABAg, en particulier ceux qui sont sensibles au 2-hydroxy-saclofen, se couplent
au deux systémes (Sekiguchi et al. 1990). Le premier induit I’activation de I’AC via
I’intermédiaire des protéines G sensibles a la PTX. Le deuxiéme conduit a une fermeture des
canaux Ca?* voltage-dépendants et/ou une ouverture des canaux potassium via des protéines G

insensibles a la PTX.

Agoniste

Tt ~"RCPG Effecteur

Int.

,o ; ~ i b A s
Protéme G
Messagers

secondaires

Figure 111.16. Vue schématique des étapes membranaires de transduction du signal par les RCPG aprés

activation par un ligand agoniste.

2. Adénylyl cyclase

Le premier effecteur qui a été caractérisé pour les R-GABABg, était I’enzyme adénylyl
cyclase (AC). L’AC catalyse la conversion de I’ATP en AMPc. Le R-GABARg active la protéine
Gai, celle-ci se lie a I’AC. Il en résulte I’inhibition de la formation du second messager I’AMPc.
Pourtant, cette voie est moins détaillée dans la littérature (Holopainen et al. 1992) et les effets

physiologiques de cette modulation restent inconnus.
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3. Canaux calciques potentiel dépendants

Le couplage des récepteurs GABAg aux canaux Ca®" diminue la conductance de ceux-ci ;
ce qui induit un déréglement du systéme d’exocytose et une inhibition de la libération des

neurotransmetteurs au niveau présynaptique.

Il existe six types de canaux calciques potentiel dépendants (Cav): L-, T-, N-, P-, Q-, et
R. Les canaux Cav de type T- sont activés a des valeurs de potentiel assez basses (bas seuil) ;
les autres types sont activés a des valeurs de potentiel plus élevées (haut seuil). Le récepteur
GABARg active les protéines G qui se lient spécifiquement aux canaux Cav a haut seuil P-, Q-, et
N- (Mintz & Bean, 1993; Guyon & Leresche, 1995; Huston et al., 1995; Harayama et al., 1998;
Li & Stern, 2004; Vigot et al., 2006). L’activation du récepteur GABAg stimule la protéine G
(Dolphin et al., 1993; Obrietan & van den Pol, 1999) ce qui libere la protéine Gy et inhibe le
canal Cav (Dolphin 2003). Présynaptiquement, 1’inhibition du courant Cayv via le récepteur

GABAg réduit la libération des neurotransmetteurs.

4. KIR3, canal potassique rectifiant entrant

Postsynaptiquement, le récepteur GABAR active les canaux KIR3 a I’aide du dimére Ggy.
Ce qui augmente la perméabilité des canaux potassiques aux ions K" en provoquant une

inhibition lente et prolongée.

Les canaux KIR3 appartiennent a la famille des canaux potassiques rectifiant entrants
« Potassium (K*) inward rectifier, en anglais, ou Kir). lls sont appelés également « G protein-

coupled inwardly-rectifying potassium channels » (GIRKS).

Chez ’Homme, la famille des canaux Kir comporte 17 membres répartis dans sept sous-
familles, de Kirl.1 a Kir7.1 (Reimann & Ashcroft, 1999). Les liens évolutifs entre ces diverses

sous-familles sont illustrés par I’arbre phylogénétique présenté en figure 111.17, ci-dessous.
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Figure 111.17. Arbre phylogénétique représentant les sous-familles des canaux Kir

Chague sous-famille est composée de membres partageant entre 50 et 60 % d’identité de ségquence génétique, et

les différentes sous-familles présentent entre 30 et 40 % d’identité entre elles (d’aprés Reimann et Ashcroft, 1999).

Les canaux Kir remplissent deux principaux roles physiologiques : ils stabilisent le
potentiel membranaire de repos proche du potentiel d’équilibre du potassium (Ek=-90mV)
(Doupnik et al., 1995; Nichols & Lopatin, 1997). Les différents membres de cette famille de

canaux sont caractérisés par des localisations tissulaires et des taches différentes.

Les canaux Kir3.x forme une famille de canaux activés par des protéines G et contréle les
effets des récepteurs couplés aux protéines G sur I’activité du cceur, des nerfs et des cellules

neurosécrétrices (Yamada et al. 1998).

1.1. Rectification

Les canaux Kir sont dits a rectification entrante, c'est-a-dire qu’ils favorisent 1’entrée
d’ions par rapport a leur sortie. Autrement, ils conduisent plus le courant quand le potentiel de
membrane est hyperpolarisé que quand il est dépolarisé (Doupnik et al., 1995; Nichols & Lopatin,
1997).
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1.2. Modulation

Les cations non présents dans le liquide extracellulaire, comme le Ba?* et Cs*, bloquent les
canaux K* a rectification entrante en agissant sur face interne ou externe du canal et constituent
donc des antagonistes compétitifs des Kir. Alors que les cations normalement présents dans le
liquide extracellulaire, comme le Ca?* et Mg?*, bloquent les Kir en inactivant I’hyperpolarisation
(Owen et al. 1999) (figure 111.18).

Le blocage des Kir peut étre réalisé également par 1’application du TEA au milieu extra ou
intracellulaire. A noter que le TEA est un bloquant non spécifique qui bloque plusieurs

potassiques.

Alors que I’activation de ces canaux dépend du couplage aux sous-unités de la protéine G.

Il s’est avéré aussi que des alcools comme 1’éthanol et le propanol-1 favorisent I’ouverture des

canaux Kir.
A) B)
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Figure 111.18. Les KIR3 sont activés par le baclofene et bloqués par le barium

A; En potentiel impose=-50mV, 1’activation des canaux KIR3 avec le bacloféne a plusieurs concentrations,
induit des courants sortant dans les neurones DMNX. B; L’effet du bacloféne est supprimé par le barium (2mM)

qui blogue les KIR3.
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E. Roéles physiologiques du GABAEs et ses implications cliniques

A I'heure actuelle, le seul agent thérapeutique actuellement utilisé, connu pour exercer ses
effets via le récepteur GABABg, est le baclofene. Ce composé est largement utiliseé comme
myorelaxant. Mais, il a été demontré cliniqguement qu'il exercait des effets supplémentaires, y
compris l'analgésie, la suppression de la toxicomanie et l'arrét de la toux chronique. Les
recherches menées indiquent également qu'il peut exister de nombreuses autres applications, non

seulement pour les agonistes, mais également pour les antagonistes du récepteur GABABg.

Les récepteurs GABAR ont été impliqués dans le traitement neuronal dans de nombreuses
régions du cerveau et leur implication pathologique dans diverses maladies du systéme nerveux
central, telles que I'épilepsie, la dépression et I'étiologie de la dépendance a la nicotine chez
I'homme. De nouvelles entités chimiques seront sirement la clé pour exploiter ce récepteur. A
I'neure actuelle, le baclofene produit fréqguemment des effets secondaires indésirables, ce qui

limite clairement son utilisation.

Lorsque I'activation du récepteur se produit, il n'est pas surprenant qu'une variété d'effets
puisse survenir en raison de l'inhibition de la libération du neurotransmetteur et/ou de
I'nyperpolarisation neuronale postsynaptique. Avoir un agoniste sélectif du récepteur, ainsi que
des informations provenant de souris «knock-out» présentant une hyperalgésie, des
convulsions, une hyper locomotion, une altération de I'apprentissage, une perte de réponse au
baclofene et un manque de sites de liaison GABAg dans le cerveau (Thuault et al., 2004), fournit
la base de beaucoup de spéculations sur les avantages thérapeutiques potentiels des agonistes et

des antagonistes pour ce récepteur.

1. Importance thérapeutique potentielle des ligands des récepteurs GABAs

Les propriétés myorelaxantes du bacloféne a médiation centrale sont bien établies dans la
pratique clinique depuis plus de 20 ans. En fait, c'est le médicament de choix dans la spasticité
associée a la paralysie cérébrale, a la sclérose en plaques, au syndrome de I'homme raide et au
tétanos (Becker et al. 2000, 1995; Ochs et al. 1999). Cependant, les effets secondaires de ce
médicament, notamment les convulsions, la nausée, la somnolence, les vertiges, I’hypotension,
la faiblesse musculaire, les hallucinations et la confusion mentale, sont souvent mal tolérés par
les patients. Cela est di en partie a la nécessité d'administrer des doses élevees en raison de la

faible pénétration au niveau du cerveau.
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Ce probleme a été résolu avec succes par I'introduction de I'administration intrathécale. Il
y a eu de nombreux rapports cliniques dans lesquels une application intrathécale a partir d'une
pompe insérée dans I'abdomen s'est révélée efficace sur une longue période (des années) sans
effets secondaires ou désensibilisation de la réponse a I'agoniste (Krach 2001; Ochs et al. 1999;
Penn et al. 1989). Cette forme d’administration, directement sur le site d'action de la moelle
épiniére, ne nécessite probablement que des concentrations locales trop faibles pour apparaitre
dans la circulation systémique, évitant ainsi la production d'effets indésirables. De plus, le niveau
extracellulaire réduit de I'agoniste diminue la possibilité de désensibilisation du récepteur. La
réponse a lI'administration systémique de baclofene est réduite apres un traitement chronique,
mais cela ne semble pas étre le cas avec la perfusion intrathécale. La diminution a été attribuée a
une désensibilisation du récepteur, mais le mécanisme exact sous-jacent a ce phénomeéne n’est
pas clair. Mais, quelle qu’en soit la cause, cela pourrait expliquer pourquoi le bacloféne n’a que

des utilisations limitées, par exemple comme analgésique.

2. Nociception

L'action antinociceptive du baclofene administré par voie systémique a été décrite pour
la premiere fois chez des animaux de laboratoire, et ce, il y a plus de trois décennies (Cutting et
Jordan, 1975). Cela a ensuite été confirmé par différentes recherches. Le bacloféne a une activité
nociceptive dans les modéles de douleur aigué, tels que les tests de « flick tail » et « hot plate »
chez les rongeurs a des doses inférieures au seuil de relaxation musculaire (Przesmycki et al.
1998; Thomas et al. 1996). Ainsi, une altération de I'activité locomotrice peut étre exclue comme
raison confondante de I'effet. L'action antinociceptive du baclofene dans la douleur aigué résulte
en partie de la réduction de la libération d'émetteurs nociceptifs par les fibres afférentes primaires

dans la corne dorsale de la moelle épiniére (Ataka et al. 2000; Riley et al. 2001).

En outre, une contribution a une action dans les centres supeérieurs, en particulier le
thalamus, se produit également (Potes et al. 2006). L'activation des récepteurs GABAg dans les
tranches de la moelle épiniére inhibe la libération de la substance P, du glutamate (Malcangio &
Bowery 1996). Chacune de ces substances a été associée a la transmission d'impulsions

nociceptives dans la moelle épiniére.

Malgré le grand nombre de données précliniques actuellement disponibles, I'utilisation du
baclofene en tant qu'analgésique chez I'homme a été tres limitée, probablement en raison, en
partie, de la tolérance rapide et des effets indésirables consécutifs a I'administration systémique.
La névralgie du trijumeau (Terrence et al. 1985; Fromm, 1992) est peut-étre le seul type de
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douleur pour lequel le bacloféne a été utiliseé systématiqguement. Cependant, lorsqu'il est
administré par voie intrathécale de la méme maniere que pour le traitement de la spasticité, le
bacloféne est capable de produire une analgésie centrale, telle que celle résultant d'un accident
vasculaire cérebral (Loubser and Akman 1996; Taira et al. 1995). Dans ces conditions, la

tolérance aux effets du baclofene n'a pas été rapportée.

Les récepteurs GABAg de la moelle épiniére ont également été impliqués dans I'action
antinoceptive des agonistes muscariniques administrés par voie spinale (Chen and Pan 2004) et

des agonistes des cannabinoides CB1 (Naderi et al. 2005).

Contrairement aux modéles de douleur inflammatoire, I'induction d'une douleur
neuropathique chez les rongeurs ne provoque pas d'augmentation des taux de GABA dans la
moelle épiniére. Cependant, le baclofene produit un effet antinociceptif dans les modeles de
neuropathie chronique (Franek et al. 2004; Smith et al. 1994). De plus, il a été rapporté que la
gabapentine, un médicament fréquemment utilisé pour le traitement clinique de la douleur
neuropathique, est réputée étre un agoniste des récepteurs GABAg(Ng et al. 2001). Cependant,
cette action agoniste de la gabapentine n’a pas été confirmée par d’autres recherches, ce qui rend

le lien potentiel entre I’activation des récepteurs GABAR et la thérapie neuropathique plutét ténu.

L'appui & un rdle pour les récepteurs GABAg dans les mécanismes de la douleur provient
également d'une série d'études « knock-out » développementales réalisées chez la souris
(Gassmann et al. 2004; Prosser et al. 2001; Schuler et al. 2001). Chez ces souris, des R-GABA&g
fonctionnels ne sont pas formés, car les souris sont déficientes dans l'une ou l'autre des sous-
unités GABABg: ou GABAR: individuelles. Dans les deux formes de souris, I'nyperalgésie a été
mise en évidence dans les tests nociceptifs aigus. Ce qui suggere que les récepteurs GABAg

hétéromeres fonctionnels sont nécessaires pour maintenir les seuils de douleur.

3. Cognition

Le bacloféne supprime le comportement cognitif chez les animaux (Arolfo et al. 1998).
En général, la suppression cognitive produite par le bacloféne est similaire a celle produite par
I'antagoniste muscarinique, la scopolamine, mais alors que les antagonistes de GABAGB inversent
sélectivement le déficit cognitif induit par GABAg, mais pas celui de la scopolamine. L'effet du
bacloféne a bien sr peu d'incidence sur la médecine clinique, mais il est possible que les
antagonistes de GABAg offrent une nouvelle possibilité de traiter les troubles cognitifs chez
I'hnomme. Une amélioration de lI'apprentissage et de la rétention de la meémoire dans divers

modeéles animaux a été établie (Helm et al. 2005). Ce qui a conduit au premier essai clinique d'un
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antagoniste de GABAg, SGS742, pour une déficience cognitive légere (Froestl et al. 2004). En
comparaison avec un groupe traité par placebo, des améliorations significatives de tous ces

parametres ont été observées, sans effets indésirables graves.

Les chercheurs suggerent que le site d'action des antagonistes de GABAGg en relation avec
la cognition pourrait étre I'nippocampe ou une augmentation de la potentialisation a long terme
a eté impliquée (Olpe et al. 1990; Mott & Lewis 1991), mais la nature de cette modification

semble dépendre de la fréquence de stimulation.

4. Toxicomanie

La toxicomanie est un probleme mondial sans cesse croissant, de sorte que le traitement
thérapeutique adéquat de la dépendance aux drogues constitue toujours une cible clinique
majeure. Méme le traitement de la dépendance aux produits liés au tabac nécessite une attention.
Un certain nombre de sites ont été suggérés, y compris les récepteurs de la dopamine et du

glutamate, comme cibles thérapeutiques potentielles pour supprimer le besoin et les rechutes.

L'activation du récepteur GABAR peut fournir une approche appropriée. 1l a été montré,
pour la premiere fois en 1997 par Roberts et Andrews, que le baclofene peut réduire les effets
renforgant de la cocaine chez le rat a des doses qui n’affectent pas la locomotion (Roberts &
Andrews 1997). Il est vite devenu évident que d'autres drogues, y compris la nicotine, les agents
liés a la morphine et I'éthanol, étaient également sensibles aux agonistes du GABAg(Corrigall et
al. 2000). Aussi, le baclofene administré de maniere centrale ou périphérique peut méme
augmenter I'apport alimentaire chez les rats non privés (Ebenezer and Patel 2004). Cependant,
lorsque les rats ont acces a des aliments gras, le bacloféne provoque des crises de boulimie. Dans
ces conditions, le baclofene peut inhiber de maniére significative la consommation d'aliments
(Buda-Levin et al. 2005).

La conclusion selon laquelle le baclofene réduit le besoin de substances addictives non
apparentées, notamment I'héroine, l'alcool et la nicotine, suggére qu'il pourrait exister un
mécanisme sous-jacent commun a l'agoniste GABABg dans tous les cas. Le centre de récompense
dans le systtme mésolimbique, probablement la zone tegmentale ventrale, serait le centre de cette
action ou le contréle de la libération / action de la dopamine est impliqué. Le bacloféne agit
comme un mimétique du neurotransmetteur naturel GABA, de sorte que si le niveau de GABA

endogene est élevé dans cette région du cerveau, il aurait le méme effet (Ashby et al. 1999).
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La modulation allostérique des récepteurs GABAB a été décrite pour la premiére fois en
2001 par Urwyler et ses collaborateurs (Urwyler et al. 2001). Des études ultérieures ont ensuite
montré que la localisation du site de modulation semble se situer dans le domaine heptahélique
de la sous-unité GABAg: (Binet et al. 2004). Bien que la sous-unité GABAg: ait le domaine de
liaison agoniste, clle n’a pas de site allostérique, alors que I’inverse semble étre vrai pour
GABABg:. Deux composes ont été initialement rapportés par Urwyler et ses collegues en tant que
modulateurs positifs, le CGP7930 et le GS39783 (Urwyler et al. 2001). Ces composés ont été
examines dans des modeles de dépendance chez le rat et les deux modulateurs ont réduit 1’auto-
administration de cocaine et ont supprimé 1’acquisition de comportements de consommation chez
les rats sans alcool, sans avoir a administrer un agoniste des récepteurs a action directe. Ces
données suggérerent que la modulation allostérique positive pourrait constituer un traitement
efficace pour traiter la dépendance aux médicaments, tout en évitant les éventuels effets

indésirables d'un agoniste, comme le baclofene.

5. Absences épileptiques

Les crises d'absence sont principalement associées aux juveniles, mais elles disparaissent
fréguemment a la fin de I'adolescence, bien qu'elles puissent étre conservées dans les derniéres
années de vie. Les crises ne provoquent pas de comportement convulsif, mais présentent une
forme d’électroencéphalogramme caractéristique d’un signal pointes-ondes'* d’une fréquence de
3 Hz, provenant de décharges dans les noyaux thalamiques. On pense depuis de hombreuses
années que le thalamus est le site d'origine de ces décharges, bien qu'un réseau thalamocortical
intact soit nécessaire pour générer des pics et des décharges en vagues. L'origine de ces décharges
semble se situer a I'extérieur du thalamus. Les études ont montré dans un modele génétique de
rat ayant des absences épileptiques que le site d'origine est situé dans la région périorale du cortex
somatosensoriel (Meeren et al. 2005). Puis, ces décharges se propagent rapidement a travers le
cortex et initie une cascade corticothalamique. L'injection d'un agoniste de GABAg dans le
thalamus ventrobasal ou le noyau réticulaire d'un rat GAERS®, atténue la fréquence des crises
d'absence (Marescaux et al. 1992). En revanche, I'injection d'un antagoniste GABAg dans les
mémes régions supprime les décharges en vagues (Manning et al. 2003). Un résultat similaire est
produit si I'antagoniste GABAR est administré par voie systémique. Cela pourrait indiquer que

I'interférence avec l'innervation GABAergique du noyau réticulaire perturbe le réseau

14| es pointes-ondes (spike-and-wave en anglais) est un motif d'oscillation de I'EEG qui apparait en général
pendant les crises d'épilepsie chez I'nomme ou chez I'animal.

1SGAERS (Genetic Absence Epilepsy Rat from Strasbourg) est une lignée de ratsreconnuecomme un
modéle animal de I'absenceépileptique.
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thalamocortical. Cependant, la micro-injection des mémes antagonistes sélectifs dans le cortex
somatosensoriel peut également supprimer l'activité de crise indiquant I'implication des

mécanismes GABAergiques a ce niveau également (Manning et al. 2003).

6. Prise alimentaire

Au niveau de I’hypothalamus et de ses noyaux qui constituent un centre de régulation de
la majorité des comportements physiologiques dont la prise alimentaire, le systeme
GABAergique central est connu pour posseder des inputs vers les noyaux paraventriculaires qui
sont impliqués dans la régulation de la prise alimentaire (Mokhtarpouriani et al. 2016). Le GABA
a un effet stimulateur de la prise alimentaire chez les oiseaux et les mammiféres. Ainsi, le
récepteur-canal du GABA, le GABAA est connu pour augmenter la prise alimentaire chez le
poussin (Jonaidi et al. 2012). De méme, il a été montré que le GABA endogéne agit également
via les recépteurs métabotropes aussi, i.e. les R-GABAg centraux pour réguler la prise
alimentaire (Patel and Ebenezer 2004).Chez le poussin, le bacloféne inhibe 1’effet de la leptine
dans les neurones du noyau arqué hypothalamique. Il est intéressant de noter dans ce sens que
les récepteurs GABAR semblent jouer un role important dans la modulation de I’effet de la leptine

dans les neurones du noyau arqué (Bogatyrev et al. 2017).

Il a été démontré également que 1’administration intrapéritonéale du bacloféne augmente
la prise alimentaire chez des rats a accés ad libitum & la nourriture, alors que celle de I’acide 3-
aminopropylphosphinique (3-APA ; 3-aminopropylphosphinic acid), un agoniste du R-GABAg
qui ne franchit pas la BHE, n’a aucun effet. Ceci indique que les R-GABAg périphériques ne
sont pas impliqués dans le phénomeéne hyperphagique induit par le baclofene (Ebenezer and Patel
2004).

L’ensemble de ces données mentionnées ci-dessus indiqueraient que le bacloféne a un
effet orexigene (Mokhtarpouriani et al. 2016) et que le récepteur GABAg stimule la prise

alimentaire.

7. Dépression et anxiéeté

Un lien possible entre les récepteurs GABAGg et la depression fonctionnelle a été propose
il y a plus de 20 ans par Lloyd et collaborateurs (Pilc and Lloyd 1984). Ces auteurs ont démontré
qu'une régulation a la hausse dans les sites de liaison GABAg se produit dans le cortex frontal du

rat aprés administration chronique de divers antidépresseurs et apres un traitement par
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électrochocs. Bien que ces résultats aient été contestés (Cross and Horton 1987), il semble
désormais évident que les mécanismes liés au R-GABAg peuvent étre associés a la dépression.
L'antagonisme des récepteurs GABAg produit un renversement du comportement dépressif chez
les modeles animaux (Cryan et Kaupmann 2005). Par exemple, aprés quatre semaines de
traitement avec l'antagoniste de GABAg, le CGP51176, un comportement clairement dépressif a
été renversé (Bittiger et al. 1996). Des renversements similaires ont éte observés dans le test de
nage forcée chez les rongeurs et dans les modéles de dépression fondés sur 1’impuissance. Il a
été observé que les souris dépourvues de sous-unités des récepteurs GABAg:1 ou GABAR:
présentent un comportement antidépresseur, mais elles semblent plus anxieuses. Il a été proposé
que l'activation du récepteur GABAg produise une activité anxiolytique, tandis qu'une perte ou
un blocage de la fonction du récepteur GABAg produit des effets de type antidépresseur
(Mombereau et al. 2005).

8. Autres actions

L'activation du récepteur GABAg produit une variété d'effets qui ont ou peuvent avoir
une signification clinique. Par exemple, le bacloféne a des effets antitussifs qui découlent, en
partie, d'une action dans le tronc cérébral contrélant le réflexe de la toux (Dicpinigaitis et al.
2000). Le bacloféne est également efficace dans le traitement du hoquet chronique (Krahn &
Penner 1994; Marino 1998). Les agonistes des R-GABAg exercent également une action
antibronchioconstricteur (antiasthme) en activant les récepteurs présynaptiques sur les
terminaisons nerveuses parasympathiques pour supprimer la libération d'acétylcholine (Chapman
et al. 1993b, 1993a). De plus, une réduction de la bronchoconstriction non adrénergique non
cholinergique se produit dans les poumons (Belvisi et al. 1989). Les agonistes de GABAsg
inhibent également les relaxations transitoires du sphincter cesophagien inférieur chez le chien,
qui présente une application clinique potentielle (Lehmann et al. 2005). Un effet intéressant de
I'activation du récepteur GABAR a récemment été signalé dans les neutrophiles, ou il semble agir
comme récepteur chimioattractant et jouer un réle important dans la réponse inflammatoire (Rane
et al. 2005).

IV. COMPLEXE VAGAL DORSAL

Mon étude a été conduite dans le complexe vagal dorsal (CVD) qui est présenté

brievement dans ce chapitre, et particulierement au niveau du canal central.
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Le CVD est situé dans la région dorsocaudale du tronc cérébral et comprend trois
structures a savoir le noyau du tractus solitaire (NTS), le noyau dorsal moteur du nerf vague
(DMNX) et I’area postrema (AP) (figure IV.1).

Le CVD est un centre intégrateur des signaux périphériques, relaie ces informations via
les afférences vagales et projette vers I’hypothalamus ainsi que d’autres régions impliquées dans

le contrdle central de I’homéostasie énergétique.

..........

Canal central

DMNX
https://www.researchgate.net/figure/Organisation-du-complexe-vagal-dorsal

Figure 1V.1: Organisation du complexe vagal dorsal

Représentation schématique d’une coupe coronale du complexe vagal dorsal, situé dans le tronc cérébral en
continuité du la moelle épiniere, et est composé de 1’area postrema (AP ; rouge), du noyau du tractus solitaire
(NTS ; vert) qui s’étend de chaque c6té du canal central et du noyau dorsal moteur du nerf vague (DMNX ; bleu)

qui est situé au niveau ventral du NTS.

Le noyau du tractus solitaire joue un réle important dans la régulation de la prise
alimentaire (PA). Il constitue en ce sens un centre intégrateur des signalisations d’origine vagale,
qui transmettent des informations sur la distension gastrique, le contenu nutritionnel et la
production des peptides gastro-intestinaux (Travagli et al. 2006). Le NTS recoit également des
signaux des projections descendantes des neurones anorexigenes a pro-opio-melanocortine
(POMC) du noyau arqué de I’hypothalamus qui sont des noyaux importants dans la régulation
du PA. Le NTS traite ces informations grace aux récepteurs MC4R, de ’hormone alpha stimulant
les mélanocytes (0-MSH ; a-Melanocyte-stimulating hormone), qui sont exprimés en densité

élevée dans le NTS ; I’activation de ces récepteurs induit un effet anorexigéne.(Kishi et al. 2003).
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De plus I’activité des neurones NTS peut étre modulée par la leptine et le NPY (Grill et al. 2002;
Schwartz and Moran 2002).

Le noyau dorsal moteur du nerf vague, contient la majorité des somas des neurones
pré-ganglionnaires vagaux. Il recoit des projections directes des afférences sensorielles vagales
et de centres supérieures tels que le noyau paraventriculaire (noyau a action anorexigene situé

dans I’hypothalamus), ou indirectes via le NTS (Luckman and lawrence, 2003).

L’area postrema, est un organe circumventrculaire qui se trouve a proximité du 4™
ventricule et de nombreux vaisseaux sanguins dépourvue de la BHE. L’AP a été longtemps
décrite pour son role dans le contrdle des vomissements (Miller and Leslie 1994), mais elle
intervient également dans des fonctions immunitaires, dans la régulation cardiovasculaire et
I’homéostasie énergétique. La variabilité des actions de I’ AP est due a I’expression de récepteurs
qui lui permettent de détecter de nombreux facteurs circulants comme la leptine (une hormone
secrétée par le tissu adipeux). Les neurones de I’AP projettent vers I’hypothalamus et le NTS
(Smith et al. 2016).

En conclusion, le CVD est considéré comme un des sieges majeurs de la régulation de la
prise alimentaire et ayant un role aussi important que 1’hypothalamus, 1’autre site classique et

majeur impliqué dans cette régulation.
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V.MATERIELS ET METHODES

A. Animaux

Les expériences suivantes ont été réalisées dans le respect des consignes de la directive
européenne (2010/63/UE) et de la Direction Départementale de la Protection des Populations des
Bouches-du- Rhéne (DDPP13).

Deux lignées de souris sauvages (BI6C57) ou transgéniques PKD2L1:EGFP, agées de 8-
18 semaines, appartenant aux deux sexes ont été utilisées. Ces souris ont été logées dans des
cages de 5 souris maximum dans une piece ou la température a été maintenue a 20°C. Elles
avaient acces ad libitum a I’eau et a la nourriture sous un cycle d’éclairage réglé 12h jour/12h

nuit.
Les souris PKD2L1:EGFP :

Dans ce modele de souris, les cellules qui expriment le canal PKD2L1 deviennent
fluorescentes, grace a la protéine «green fluorescent protein» (GFP ou EGFP pour enhanced
green fluorescent protein). L’insertion du géne de la EGFP a celui du PKD2L1 est obtenu a partir
du croisement de deux lignées: la lignée PKD2L1-IRES-CRE (fournie par Pr. Zuker, Hughes
Medical Institute, University of California, La Jolla, USA) ou le géne IRES-CRE est inséré en
aval du gene codant pour le canal PKD2L1 afin d’exprimer la protéine CRE recombinase dans
les cellules PKD2L1 positif avec la lignée lacZ/EGFP (fournie par Dr P. Durbec, IBDML, Aix-
Marseille Université, Marseille, France) utilisée comme systeme rapporteur permettant ainsi
I’expression spécifique de la EGFP dans les cellules PKD2L1 aprés 1’ablation CRE-dépendante

du codon stop situé en amont du géne de la GFP (figure V.1).
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A
Souris PKD2L1-cre Souris « reporter » Z/EG (lacZ/EGFP)
Codon Stop
ﬁ LoxP LoxP
—em e X

B-Gal = B-galactosidase
eGFP = enhanced green fluorescent protein

Souris transgénique PKD2L1:EGFP

— e

Expression de I'eGFP dans les neurones PKD2L1

Orts-Del'Immagine et al., 2012 (modifiée)

Figure V.1. Production des souris PKD2L1: EGFP

A ; les souris PKD2L1:EGFP sont générées a partir d’un croisement entre les souris PKD2L1-CRE et les souris
LacZ-EGFP. B ; NcLCR autour du canal central (CC) sur une tranche du complexe vagal dorsal chez une souris

PKD2L1:EGFP visualisés par épifluorescence (adaptée de Orts-Del’immagine et al.2012).
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B. Immunohistofluorescence:

En immunohistofluorescence, les deux sous unités du récepteurs GABAg ont été ciblées via des
doubles marquages : le premier marquage étant le PKD2L1 ou EGFP pour I’identification des

NCLCR, I’autre spécifique a I’une des sous unites GABAg1 ou GABAg; (tableau V.1).

1. Protocole des doubles immunomarquage GABABs1/PKD2L1 et GABAB/EGFP:

Tableau V.1. Les anticorps utilisés lors de la double immunohistofluorescence afin de localiser les
sous-unités GABAg: et GABAg, dans les NCLCR :

Fournisseur

Référence

Type

Réactivité

Hote

Anticorps

secondaire

Fluorescence

Anti-
Récepteur
GABA-B1

Abcam

ab55051

Monoclonal

Humain,
Rat et

souris

Souris

Goat anti-
Mouse Alexa
594 (Life
Technologies
, ref A11032)

Rouge

Anti-
PKD2L1

Emd
Millipore

Ab9084

Polyclonal

Souris

Lapin

Goat anti-
Rabbit Alexa
488 (Life
Technologies
, ref A11034)

Vert

Anti-
Récepteur
GABA-B2

Abcam

ab52248

Polyclonal

Humain,
Rat et

souris

Lapin

Goat anti-
Rabbit Alexa
594 (Life
Technologies
, ref A11037)

Rouge

Anti-EGFP

Abcam

Ab38689

Monoclonal

Souris

Souris

Goat anti-
Mouse Alexa
488 (Life
Technologies
, ref A11029)

Vert
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Pour nos expeériences nous avons utilisé des animaux de la lignée PKD2L1:EGFP, méles

et femelles de 15-18 semaines d’age.

Au préalable, ces souris ont été anesthésiées en mode intrapéritonéal par un mélange
(kétamine 15mg/Kg et Xylazine 100mg/Kg) puis perfusées par voie intracardiaque au PBS
(0,1M) suivi d’une solution de paraformaldéhyde a 4%. Le cerveau et la moelle épiniere ont été
extraits puis gardés 30 min a 1h dans du paraformaldéhyde a 4% et a température ambiante pour
une meilleure post fixation des tissus. Ensuite les tissus sont rincés une nuitée au PBS a 4°C. Le
lendemain, les tissus sont transférés dans du saccharose 30% a 4°C. Apres 48h a 72h de
cryoprotection, le cerveau et la moelle sont récupérés du saccharose pour étre congelés
(congélation rapide) en isopentane liquide (-40°C). Finalement, les tissus sont conserveés a -20°C

jusqu’au moment de la coupe.

Ultérieurement des coupes coronales de 40 um d’épaisseur sont réalisées a 1’aide du

cryostat (Leica CM3050) au niveau de la moelle épiniere cervicale et du tronc cérébral.

Enfin, les coupes sont réccupérées dans une plaque 12 puits rincées au PBS 0,1 M puis
traitées pendant 1h avec une solution de perméabilisation et de blocage constituée du Triton 0,3%
- BSA 1% - NDS 2% : Le triton est un détérgent permetant de perméabiliser les membranes
cellulaires ce qui facilite ’accés des anticorps. Le BSA (en anglais:Bovine Serum Albumin) et le
NDS (en anglais : Normal Donkey Serum), assurent le bloquage et la saturation des sites de
fixation non spécifiques. Cette étape se déroule sous agitation permanente et a température
ambiante. Par la suite, ces coupes sont incubées dans une solution contenant en plus de la BSA
1% - et du NDS 2%, un des deux anticorps primaires, soit I’anti-PKD2L1 ou I’anti-GABAg:. Les
conditions d’incubation sont indiquées dans le tableau 5. Aprés, les coupes sont rincées 3 fois
(15 min) au PBS puis incubées avec les anticorps secondaires (Goat anti-Rabbit 488 ou Goat
anti-Mouse 594) (tableau V.2).
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Le tableau suivant résume le protocole qui a servi a realiser le double marquage
PKD2L1/GABAg: :

Tableau V.2. Protocole d'immunomarquage PKD2L1/GABAg; :

_ _ Temps Température Témoin
Anticorps Concentration o
d’incubation d’incubation negatif
Anticorps
primaire anti- Une nuitée Sans Anticorps
1/700 4°C o
PKD2L1 (18h) primaire
Anticorps ] .
o ) Température Sans Anticorps
primaire anti- 1/100 24 h ] o
ambiante primaire
GABA-B1
Anticorps
secondaire Température
_ _ 1/400 2h ] 1/400
Goat anti-Rabbit ambiante
488
Anticorps
secondaire _ Température
_ 1/1000 1h30min ] 1/1000
Goat anti-Mouse ambiante
594

Finalement, les coupes sont rincées a plusieurs reprises au PBS, montées sur des lames
gélatinées (4 %) puis, laissées a sécher avant d’étre couvertes de lamelles dans un milieu de

montage anti-blanchiment (moviol) et stockées dans le noir a 4 °C.

2. Acquisition des images:

L’acquisition des images a été réalisée a 1’aide d’un microscope confocal a balayage laser
(Zeiss LSM700) équipé d’un laser argon (488 nm) pour la fluorescence EGFP et d’un laser He/Ne
(543 nm, 633 nm) pour la fluorescence Alexa 594. Les objectifs utilisés sont I’objectif 20x
(ouverture numeérique de 0,8 ; épaisseur optique de = 2 um), et I’objectif a immersion dans I’huile,
63x (ouverture numérique 1,4 ; épaisseur optique de = 0,8 um). L’acquisition est effectué¢e en
plusieurs plans suivant I’axe Z. Le traitement des images a été effectué¢ par les logiciels ZEN

2009 light Edition et ImageJ.
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C. Electrophysiologie:

1. Préparation des solutions:

Une manipulation du patch clamp commence tout d’abord par la préparation des
solutions. D’abord une solution de coupe (appelée également : «Slicing solution» ou la solution
saccharose), ayant pour réle de ralentir le metabolisme cellulaire et de garder les cellules en vie

le plus longuement possible.

En plus qu’elle est maintenue a une basse température (0-4°C) et oxygénée
(95%02+5%C03). Cette solution est riche en saccharose et en glucose pour une meilleure
conservation du tissu. Elle est faiblement concentrée en sodium et en calcium et est riche en
magnésium (connu par son blocage des récepteurs NMDA du glutamate) afin de réduire le taux

d'excitabilité et la neurotransmission au sein du tissu nerveux (tableau V.3).

Puis une deuxiéme solution est préparée ; il s’agit de la solution de récupération et
d’enregistrement dont la composition est semblable a celle du liquide céphalo rachidien d’ou son
appellation de liquide cérébrospinal artificiel ou de liquide céphalo rachidien artificiel
(LCSa, LCRa ou « ACSF : Artificial cerebrospinal fluid») (tableau V.4). Sa composition permet
une récupération de ’activité métabolique du tissu nerveux. Elle est moins riche en magnésium,

ne contient pas de saccharose et est riche en sodium et en calcium.
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Tableau V.3. Composition de la solution de coupe

Composés Concentration (mM) Osmolarité théorique (mosm/I)
NaCl 75 150
NaH2PO4 1,25 2,5
NaHCOs3 33 66
KCI 3 6
MgCl, 7 21
Saccharose 58 58
Glucose 15 15
Acide ascorbique 2 2
Na-Pyruvate 2 4
Myo-Inositol 3 3
CaCl; 0,5 1,5
pH (0-4°C) =7,41
Osmolarité théorique (calculée)=329 mosm/I ;
Osmolalité expérimentale (mesurée par ’osmométre) =319 mosm/kg

Tableau V.4. Composition de la solution d'enregistrement et récupération

Composés Concentration (mM) Osmolarité (mosm/l)

NaCl 115 230

NaH2PO4 1,25 2,5
NaHCOs 23 46
KCI 3 6
MgCl; 2 6
Glucose 15 15
Acide ascorbique 2 2
Na-Pyruvate 2 4
Myo-Inositol 3 6
CaCl» 2 6

pH (Ta) 7,42
Osmolarité théorique=323,5 mosm/I ;
Osmolalité expérimentale=304 mosm/kg
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2. Préparation des tranches:

Les tranches coronales d’une épaisseur de 250um, sont coupées au vibratome au niveau
du tronc cérébral (de la partie caudale jusqu'au 4eme ventricule) des souris males et femelles

agées entre 8-12 semaines.

La souris est anesthésiée par un mélange de Kétamine (15mg/Kg) et de Xylazine
(100mg/Kg) et une fois la souris endormie (vérification par pincement des pattes) et toujours en
vie (vérification des battements du ceeur), elle est euthanasiée par décapitation ; la téte est plongée
immédiatement dans la solution de coupe oxygénée (95% 02-5% CO3) a 0-4°C. L’extraction du
cerveau se réalise dans des conditions de froid (bacs et blocs de glace, solution de coupe a 0-4°C
ou le tissu sera trempé régulierement durant toute 1’opération). Ensuite, le cerveau est coupé en
deux transversalement, la moitié caudale (comportant le tronc cérébral) recueillie dans un bécher
contenant la solution de coupe oxygénée (95% O2-5% CO2) maintenue a une température proche
de 0 °C. Apres, le tissu cérébral est débarassé des méninges sous loupe binoculaire. Finalement,
le tissu est collé sur le porte objet du vibratome, en appuyant le c6té dorsal sur un bloc d’agar

afin de le maintenir bien fixe (voir figures V.2 et V.3).

Remarque : /’extraction du cerveau doit étre réalisée avec un rythme, minutieux, délicat

et assez rapide dans le but de conserver au mieux la qualité du tissu et la survie des cellules.

Le porte objet est vissé sur la chambre du vibratome remplie de la solution de coupe froide
oxygénée continuellement. Des coupes d’épaisseur 250 um ont été réalisés par vibratome (Leica

VT1000S, avec une vitesse faible et une fréquence de vibration élevée).

En définitive, les tranches de cerveau sont transférées successivement depuis la chambre
du vibratome a la chambre de récupération remplie de LCRa oxygéné et maintenu a une

température de ~35°C grace a un bain marie ou les coupes sont incubées 30 minutes environ.

Aprés 1h a 1h30 de repos dans du LCRa a température ambiante, une tranche sera
transférée a la chambre du microscope du poste de patch clamp pour commencer

I’enregistrement.
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Dissection et préléevement du
cerveau

ey

Euthanasie 1. Découper et Q Couper l'os  ~#}~
' dégager la peau b —_ Cranien ac
——— |
FE, 3
Kétamine (15 mg/Kg) + '
Xylazine (100 mg/Kg) :

Coupe au vibratome

‘ | : Tranche du tronc cérébral
Epaisseur=250pm

Bloc d’agar 5%

Porte objet

| Fixation du tissu sur le porte objet |

Figure V.2. Etapes de préparation des tranches pour I’étude électrophysiologique.
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Figure V.3. Matériels utilisés lors de la préparation des tranches

A ; plan de travail pour la préparation des tranches ; B ; outils de chirurgie utilises lors de I’extraction du cerveau,
enlévement de méninge et fixation du tissu sur le vibratome ; C ; bacs de glace permettant de garder la solution de
coupe froide ; D ; la loupe binoculaire a lumiére froide ; E ; le vibratome Leica; F ; bain marie maintient la solution

de récupération a une température de 35 °C environ ; G ; chambre de récupération des tranches.

3. Patch clamp

Erwin Neher et Bert Sakmann ont inventé la technique électrophysiologique « le patch
clamp », en 1976, afin d’étudier les propriétés biophysiques et biomoléculaires des canaux
ioniques. Cette nouvelle méthode leur a permis d’observer directement le courant passant au
travers des canaux isolés et de mesurer des courants globaux ou unitaires. Plus tard, cette
invention a été récompensée par un prix Nobel de médecine en 1993.
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1.1. Principe de la technique

La technique du patch clamp est basée sur I’'usage d’une micropipette en verre borosilicaté

dont la résistance pipette est entre 4 et 5 MQ.

Cette pipette est remplie avec un milieu intracellulaire correspondant a 1’expérimentation
souhaitée (tableau V.5).

Tableau V.5. Composition des solutions intra pipette

Concentration (mM)
) Solution Intracellulaire Solution Intracellulaire du
Composes o )
Césium de Chlorure Potassium Gluconate
CsCl 130 -
K-Gluconate - 140
NaCl 4 4
MgCl; 2 2
HEPES 11 5)
Nao-Phosphocréatine 5 5
Nax-ATP 2 2
EGTA 11 11
Nas-GTP 0,6 0,6
Lidocaine N-ethyl-Cl 5 -
pH (& Température o o
] 7,35 (Ajusté par le CsOH) 7,35 (Ajusté par le KOH)
ambiante)
Osmolalité (mesurée)
285 285
(mosmole/Kg)

Ensuite la micropipette est mise en contact avec la cellule. Une légere aspiration est
appliquée dans la pipette ; afin d’obtenir une fermeture hermétique (scellement, joint, «seal»)

entre les parois de la pipette et la bicouche lipidique.
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Par conséquent, les petites variations de potentiel, dues a 1I’ouverture et a la fermeture des
canaux presents dans le morceau de membrane isolé sous la pipette de patch, peuvent étre

enregistrées grace a un systéme d’amplification.
Il existe différentes configurations de patch clamp (figure V.4).

Parmi ces configurations, la configuration ‘Cellule enti¢re’ (en anglais : whole cell). Elle
est de loin la configuration de patch clamp la plus utilisée pour la caractérisation des neurones.
Lors de cette configuration, la membrane est rompue, ce qui crée une communication directe
entre le contenu de la micropipette et le cytoplasme entrainant la diffusion de la solution intra
pipette a I'intérieur de la cellule. Cette configuration permet I’étude macroscopique de I’activité

de tous les canaux de la cellule.

Dans nos travaux, la configuration « whole cell » a été utilisée car étant la plus appropriée

pour 1’étude des récepteurs GABAg dans les NCLCR.

Cellule entiére

Succion

Formation de « seal » . .
Succion rapide

—lp

Tirer

Trer
Cellule attachée

« inside-out »

Figure V.4. Différentes configurations du patch clamp.

La technique du patch clamp nous permet également d’étudier les cellules suivant deux

modes différents : le courant imposé et le potentiel impose.

La technique du potentiel imposé (Voltage clamp= Voltage holding=Vh) consiste a maintenir le

potentiel de membrane a une valeur constante. Une fois couplée a la configuration cellule entiere,
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elle permet de mesurer des courants totaux ou macroscopiques (la somme des courants unitaires
traversant plusieurs centaines de canaux). Tandis que le courant imposé permet de mesurer le

potentiel membranaire apres I’injection d’une intensité de courant choisie par I’expérimentateur.
1.2. Enregistrement patch clamp:

Durant cette étude la structure d’intérét est le tronc cérébral. Les cellules enregistrées, via la
technique de patch clamp, se situent plus exactement dans le complexe vagal dorsal (CVD) et
étaient obligatoirement identifiées comme étant NcLCR (figure V.5). Tous les enregistrements
ont été effectués en configuration cellule entiere et en mode potentiel imposé et/ou courant

imposé (amplificateur Axopatch 200A).

Cerveau de souris (Coloration Nessl)

Figure V.5. Localisation des NcLCR autour du canal central en vue d’un enregistrement patch clamp

A; une tranche du complexe vagal dorsal observée par microscope en lumiére infrarouge/ objectif x4. B ;
localisation du tronc cérébral sur une coupe sagittale de cerveau de souris colorée via la technique Nessl. C ; les
neurones contactant le liquide céphalorachidien identifiés visuellement en lumiere infrarouge/ objectif x 40 et puis

D ; en fluorescence Alexa 594.
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4. Déroulement des expérimentations:

Une premiére tranche est transférée depuis la chambre de récupération vers la chambre du
microscope inversé (Scientifica) ou elle sera stabilisée a 1’aide d’une harpe en platine de 1’ordre
de 1 cm de diamétre. Cette chambre est équipée d’une perfusion permanente de solution
d’enregistrement oxygénée a un débit de 1,5 & 2 ml/min, une aspiration par une pompe a vide
assurant le renouvellement de la solution et une masse (figure V.6). Les tranches sont éclairées
par une lumiere infra-rouge. Au depart, 1’objectif (x4) facilite le repérage du canal central.
Ensuite, un plus fort grossissement est exigé, d’ou 1’usage de I’objectif (x40) qui est un objectif

a immersion dans I’eau. Les enregistrements se déroulent a une température ambiante (~20°C).

Electrode de
pression

A —
\ g.) = - Aspiration
@

Illumination
infrarouge

Perfusion

Figure V.6.Dispositif de microscopie relié a la technique du « patch clamp »

A ; le microscope Scientifica fixé sur une table antivibratoire (support en dessous) afin d’amortir les vibrations et
isolé des nuisances électriques et électromagnétiques externes grace a une cage de Faraday. B ; la chambre du
microscope alimentée par un tube de perfusion plus une aspiration afin d’assurer la circulation et le renouvellement

permanent du LCRa. C ; schéma explicatif du dispositif microscopique Scientifica.
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5. Mesure des propriétés passives des NcLCR

Avant chaque enregistrement, une mesure des propriétés passives des neurones est
effectuée en commencant par noter les valeurs expérimentales de la résistance serie et la capacité
membranaire prélevées directement de I’amplificateur, puis par un enregistrement immédiat des
capacités membranaires et le potentiel membranaire en mode courant imposé, 1=0 pA. Ensuite
nous appliquons des sauts de potentiel « VVoltage steps » de -20 mV afin d’induire un courant
capacitif et résistif. Ces différentes mesures permettent de déterminer les propriétés passives de

la cellule enregistrée.

6. Enregistrement des canaux potassiques a rectification entrante (GIRK/KIR3) dans les
NcLCR :

La caractérisation postsynaptique du R-GABAg peut se réaliser a travers 1’enregistrement
du courant portée par les canaux KIR3. Cet enregistrement s’est effectué a 1’aide d’une
intrapipette remplie du milieu K-Gluconate (tableau V.5) en présence des antagonistes de la
glycine, des récepteurs AMPA/ kainate du glutamate et des récepteurs GABAA dilués dans du
LCRa, qui sont respectivement la strychnine (1 uM), I’acide kynurénique (1 mM) ou la DNQX
(20 uM) et la picrotoxine (100 uM) ou la gabazine (10 uM) afin d’isoler la réponse KIR3.

En potentiel imposé Vh= -50 mV. Le bacloféne (100 uM) est appliqué pendant 40
secondes, soit par pression (a 1’aide d’une micropipette) soit par bain. La durée des
enregistrements €tait de 2min. Ensuite d’autres enregistrements ont été réalisés ou le baclofene a
été appliqué suivi par une application CGP54626A (2 uM) par bain jusqu’a la disparition totale
de I’effet présumé du récepteur GABAB sur le canal KIR3.

En mode courant imposé, le méme protocole a été effectué, ¢’est-a-dire une application
du baclofene (100 um) pendant 40 s, suivie d’une application du CGP54626A (2 um). En

injectant cette fois-ci un courant I= 0 pA (figure V.7).
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LCRa + strychnine (1uM) + 1’acide kynurénique

(ImM) + la DNQX (20 uM) + la picrotoxine (100 pM)
‘ Bacloféne (100 uM) >

CGP54626A (2 uM) J— /

Mode d’enregistrement:
Potentiel imposé -50mV ou courant imposé OpA
Configuration: Cellule entiére

40s
[ —
Protocole 1: HEER OOV OOV TR OOV
2 min
e |
Protocole 2: EEEER SRR

Figure V.7. Tests électrophysiologiques postsynaptiques

7. Enregistrement des courants synaptiques dans les NCLCR :

Le but de cette étude est de mettre en évidence la modulation des NcLCR via les
récepteurs GABABg présynaptiques d’ou 1’usage de la technique des évoqués électriques. Cette
technique consiste en la stimulation des éléments présynaptiques par le biais d’une électrode de
stimulation placée dans la zone médullaire (autour du cc) a quelques micromeétres (50 a 100 um)
de la cellule enregistrée (figure V.8A). Cette électrode est liée a un boitier stimulateur (de
I’anglais : « stimulus isolator ») qui génere des sauts de potentiel allant de 0 & 90 V et des

injections de courants de 0 a 10 mA.

En potentiel imposé (Vm=-60 mV), le manipulateur choisit une valeur de potentiel et
lance la stimulation. Puis le bacloféne (100 uM) est appliqué par bain et la réponse est enregistrée

avec une micropipette remplie d’un milieu CsCl (tableau V.5).

L’effet observé est bloqué par I’application du CGP54626A (2 pum) par bain. Ensuite
nous avons appliqué de la picrotoxine (100 uM) (ou la gabazine 10 puM) afin de vérifier I’effet

sur les récepteurs GABAA.

La solution d’enregistrement était composée de LCRa auquel il a été ajouté de la

strychnine (1 uM), I’acide kynurénique (1 mM) ou la DNQX (20 uM).
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Une technique supplémentaire appelée « Paired-pulse», a été sollicitée. Elle consiste a
effectuer deux stimulations simultanées qui durent 100 ps chacune et qui sont séparées par une
pause de 70 ms a une fréquence de 0,1 Hz. Ce protocole nous permet de déterminer le potentiel
de libération des neurotransmetteurs via le calcul du « Paired-pulse ratio » (PPR) qui constitue

le rapport entre les amplitudes des deux réponses évoquées électriquement (figure V.9B).

Dans le cas de la « Facilitation » la synapse a un faible pouvoir de libération des
neurotransmetteurs. Dans le cas de la « Depression » la synapse a un fort pouvoir de libération

des neurotransmetteurs.

A)

Stimulateur \ |/ 7 J 7

(stimuli 50-60V)

100 ps

B)
Paired-pulse ratio (PPR)

t t [ t [ t
stimuli A2 Al
A2

« Depression » « Facilitation »

Figure V.8. Protocole des tests électrophysiologiques présynaptiques
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VI. RESULTATS

Notre étude de la caractérisation électrophysiologique du récepteur GABAg dans les
NCLCR a été initiee par la localisation des récepteurs GABAg sur la membrane de ces cellules,
suivie d’une étude de la réponse des R-GABAg postsynaptiques médiée par les canaux
potassiques a rectification entrante de type 3 (KIR3) et une étude du réle des R-GABA&g

présynaptiques dans la modulation des NcLCR.
Localisation des R-GABA& dans les NcLCR

Le récepteur GABAg est composé de deux sous-unités : GABAg: et GABAg». La sous-
unité GABAR: a été identifié dans les NCLCR chez le rat depuis 1999 (Margeta-Mitrovic et al.
1999b) (figure 11.17 ; page 32). Afin de confirmer I’expression de cette sous-unité dans les
NCLCR chez la souris, nous avons utilisé la double immunofluorescence PKD2L1/GABARg: sur
des coupes de tronc cérébral. L’anticorps anti-PKD2L1 cible les canaux PKD2L1 spécifiques
aux NcLCR.

Nos résultats révelent un immunomarquage anti-GABAg: au niveau des corps cellulaires
de plusieurs populations neuronales du complexe vagal dorsal (une structure du tronc cérébral) :
dont le noyau moteur dorsal du vague (DMNX), le noyau du nerf hypoglosse (XI1) et autour du
canal central (CC) (figure VI.1 ; B). En effectuant un fort grossissement autour du canal central,
nous avons observé un immunomarquage anti-GABAg: dans les somas (fleches) de petites
cellules autour du canal central et qui projettent une extension dendritique vers celui-ci (figure
VI.1; C). Ce marquage a été co-localisé avec I’immunomarquage anti-PKD2L1 spécifique aux
NCLCR (figure V1.1 ; D ; E). 1l faut noter également qu’un trés faible marquage anti-GABABg: a
été observé au niveau du bud de ces neurones. Ces résultats, indiquent que les NcLCR expriment

la sous-unité GABAB:.
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Figure VI.1: Les NcLCR expriment la sous-unité GABA&:1

A ; dessin de la structure cible du marquage immunofluorescent (1 ; complexe vagal dorsal (CVD), 2 ; la zone
autour du canal central). B ; R-GABAGg; est exprimée au niveau du noyau moteur dorsal du vague (DMNX), au
niveau du noyau du nerf hypoglosse (XII) et autour du canal central (CC). C - E; zone 2 : Co-localisation du

marquage anti-GABAGg: (C ; rouge) avec le marquage anti-PKD2L1 (D ; vert) dans les NcLCR.

Nombre d’échantillons = 3.

Il faut savoir que le récepteur GABAB ne peut étre fonctionnel qu’en présence de ces deux
sous-unités GABAB: et GABABg.. Nous avons donc essayé de localiser la sous-unité GABAg2
dans les NcLCR, en utilisant le double immunomarquage EGFP/GABAR, réalisé sur des souris
EGFP : PKD2L1. Malheureusement, aprés maints essais nous n’avons pas pu mettre au point le
protocole adéquat pour mettre en évidence 1’expression de la sous-unité GABAg2 au niveau du
tronc cérébral, bien que plusieurs études aient rapporté 1’expression du récepteur dans cette

structure. Cette absence de marquage est n’est pas due a la qualité¢ de I’anticorps anti-GABAg,
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vu que le méme anticorps a permis de localiser la sous-unité GABABg: dans I’hippocampe (figure
VI1.2).

>

érébral

”

Troncc

o
~—

Hippocampe

Figure VI1.2: Expression de la sous-unité GABAB2 dans les NcLCR

A ; au niveau du tronc cérébral, aucun marquage GABAs2n’a été repéré, aussi un marquage non spécifique de la

EGFP est exprimé. B ; I’anticorps anti-GABAg: révele 1’expression de la sous-unité GABAg, dans I’hippocampe.

Exploration de la voie du couplage des R-GABAB et des canaux KIR3

L’activation des R-GABAGR postsynaptiques, dans différents neurones du SNC, induit des
courants médiés par les canaux potassiques a rectification entrante de type 3 (KIR3). Afin de
vérifier I’existence d’une réponse similaire dans les NcLCR, nous avons enregistré ces neurones
en configuration cellule entiére (whole-cell) du patch clamp. Ensuite nous avons appliqué du
baclofene (100 uM), un agoniste spécifique du R-GABAg, par pression pour une durée de 40

secondes.

En mode courant imposé ou en mode potentiel imposé, le bacloféne n’induit aucun effet

dans les NCLCR (figure V1.3 ; A-C). De plus, le bacloféne n’apporte pas de modification aux
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propriétés électrophysiologiques des NCLCR (tableau VI.1), ni aux propriétés des potentiels

d’action (PA), déclenchés par un potentiel imposé de -50 mV (figure V1.3 ; tableau V1.1).

Durant cette étude, les neurones DMNX ont été considérés comme contrdle interne au
sein des mémes tranches, du tronc cérébral, utilisées pour I’enregistrement des NCLCR. Les
DMNX expriment les R-GABAg (figure VI.1; B) et des études precédentes ont confirmé

’activation de la voie KIR3 dans ces neurones (Browning and Travagli 2001).

En mode courant imposé¢, 1’application du bacloféne (100 uM, 40s) génére une
hyperpolarisation de 9,45 + 4,12 mV dans les neurones DMNX et un courant sortant d’une
amplitude de 23,67 + 25,21 pA en mode potentiel imposé (figure V1.3 ; D-E). Ces deux réponses
ont été totalement inhibées en presence de la CGP54626A, un antagoniste spécifique des R-
GABAE& (figure V1.3 ; D-E). Ces résultats montrent que les récepteurs GABAg activent les
canaux KIR3 dans les DMNX mais pas dans les NcLCR.

Tableau VI1.1: Effet du bacloféne sur les propriétés électrophysiologiques des NcLCR

Contréle Bacloféne Valeur de P
Potentiel de repos (mV) | -57,08+ 7,39 (n=12) | -53,08+6,70(n=11) 0,1079
Potentiel de seuil (mV) -37,41 + 4,37 (n=8) -35,54 + 4,92 (n=7) 0,4290
Amplitude du PA mV) 102,30+ 7,74 (n=8) 98,73 + 8,58 (n=7) 0,2183
Fréquence des PA (Hz) 17,68 + 5,89 (n=8) 19,67 + 5,80 (n=7) 0,7345
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+ Gabazine 10 uM, Strychnine 1 yM, DNQX 20puM

Potentiel imposé Courant imposé
) Injection de courant 10 pA
pendant 500 ms
control + 100 UM baclofen
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Figure VI1.3: Effet du bacloféne sur les NcLCR et les DMINX

A; image d’un NcLCR rempli d’Alexa 594 (10 puM ; rouge) révélé en lumiére infra-rouge, aprés un
enregistrement patch clamp en configuration cellule entiere. B ; en potentiel imposé -50 mV, I’application du
baclofene (100 uM ; barre bleue) par pression pendant 40s n’induit aucune réponse dans les NcLCR. Une activité
du canal PKD2L1 spécifique du ces neurones a été enregistré. C ; en haut : les potentiels d’action évoqués par
des injections de courant 10 pA dans les NcLCR ont les mémes propriétés en contrdle (tracé noir) ou en présence
du baclofene (100 UM, tracé bleu). En bas : en courant impose, le bacloféne (100 uM ; barre bleue) appliqué par

pression n’a aucun effet sur les NCLCR enregistrés. D ; en potentiel imposé -50 mV, I’application du bacloféne

103



-Résultats-

Les R-GABAGs inhibent les courants postsynaptiques inhibiteurs évoqués dans les
NcLCR

Les récepteurs GABAR inhibent les transmissions synaptiques en agissant sur les canaux
calciques potentiel-dépendants (Cav) sur I’élément présynaptique. Nous avons donc étudié I’effet
du baclofene sur les courants postsynaptiques inhibiteurs (CPSI) évoqués dans les NcLCR via

des stimulations électriques.

Des travaux précedents de notre eéquipe ont confirmé que les NcLCR recgoivent des
transmissions synaptiques inhibitrices spontanées (Orts-Del’immagine et al. 2012) mais les CPSI
évoqués ¢électriquement n’ont jamais été enregistrées auparavant dans les NcLCR. Par
consequent, nous avons caracterisé les CPSI évoqués via des stimulations électriques de 50 a 60
mV, appliquées pendant 100 ps, a une fréquence de 0,1 Hz. Ces stimulations génerent des
courants postsynaptiques entrants dans les NcLCR enregistrés en potentiel imposé a -60 mV, en
présence du DNQX (20 uM), un antagoniste spécifique aux récepteurs glutamatergiques et de la
strychnine (1 pM), antagoniste spécifique aux récepteurs glycinergiques (figure V1.4 ; A).

Ces courants postsynaptiques entrants dans les NcLCR, ont été réduits apres I’application
de la gabazine (GBZ, 10 uM) ou de la picrotoxine (10 uM) qui sont deux antagonistes spécifiques
aux récepteurs GABAA. Ces deux antagonistes se fixent sur deux sites distincts du récepteur
GABAA et ont eu le méme effet sur les CPSI (figure V1.4 ; A-E). De plus, 1’évaluation des
amplitudes de courants en fonction de différents potentiels de maintien (-60 a +40 mV) révéle
que le potentiel de réversion (Erv) des CPSI est égal a +9,75 + 3,15 mV qui est relativement
proche au potentiel d’équilibre de chlore (calculé) (+3,2 mV) (figure V1.4 ; F-G). Ces résultats

indiguent que les CPSI évoqués dans les NcLCR sont médiés par les récepteurs GABAA.

Ensuite nous avons testé 1’effet du bacloféne sur les CPSI évoqués. L application du
bacloféne (100 pM) par bain inhibe les CPSI enregistrés dans les NcLCR (figure V1.4 ; H-J),
cet effet est complétement supprimé apres ’application de 1a CGP (2 uM), un antagoniste
specifique des R-GABA& (figure V1.4 ; H-J). Nos résultats montrent que les R-GABAg inhibent
les CPSI médiés par les R-GABAAadans les NcLCR.
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Figure V1.4: Effet du bacloféne sur les CPSI évoqués dans les NcLCR

A ; courbes moyennes et B ; étude en fonction du temps des amplitudes des CPSI évoqués dans les NcLCR avant

(noir) pendant (vert) et aprés (orange) 1’application de la gabazine (10 uM). C;

la boite & moustaches des

amplitudes des CPSI avant et aprés 1’application de la gabazine. La gabazine a un effet inhibiteur significatif sur

les amplitudes des CPSI :
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Figure V1.4: Effet du bacloféne sur les CPSI évoqués dans les NcLCR (suite) : (orange) ; n=10; **P <
0,01 (Test des rangs signés de Wilcoxon). D ; a partir de la gauche, des courbes moyennes des CPSI évoqués dans
les NCLCR dans les contréles, aprés I’application du baclofene (100 uM), aprés I’application de la CGP (2 uM)
et en présence de la picrotoxine (100 uM). E ; les amplitudes des CPSI en fonction du temps avant, pendant et
aprés I’application de la picrotxine (100 uM). F ; traces moyennes des CPSI en réponse a I’application des sauts
de potentiel partant de -60 mV a +40 mV avec un écart de 20 mV. G ; la moyenne des pic des amplitudes des
CPSI en fonction du potentiel de maintien. Erv est indiqué par le point d’intersection de cette courbe avec 1’axe
des abscisses. H-1 ; courbes moyennes (H) et amplitudes en fonction du temps (1) des CPSI évoqués dans NcLCR
(contrdle ; noir), aprés I’application du bacloféne (100 UM ; bleu) et aprés I’application de la CGP (2 uM ; rouge).
J; la boite a moustaches des amplitudes des CPSI avant et aprés 1’application du baclofene et de la CGP. Le
baclofene réduit significativement les amplitudes des CPSI et cet effet a été complétement supprimé en présence
de la CGP (contrdle : -42,82 + 15,82 pA ; bacloféne : - 6, 38 £ 1,97 pA ; CGP : -50,78 + 30,12 pA; n=6 ; *P <
0,05 ; « Friedman/ Dunn post hoc multiple comparison test »).

Les R-GABAG& inhibent les courants postsynaptiques excitateurs évoqués dans les
NcLCR

La présente étude s’est intéressée également a la caractérisation des courants
postsynaptiques excitateurs (CPSE) évoqués dans les NcLCR. Nous rappelons que nos travaux
précédents confirment que les NcLCR expriment les récepteurs AMPA/ Kainate du glutamate
(des récepteurs ionotropiques) et que ces neurones ne recoivent pas de terminaisons synaptiques

excitatrices (Orts-Del’Immagine et al. 2016).

L’usage de la technique des stimulations électriques en présence de la gabazine (10 pM),
antagoniste spécifique des récepteurs GABAA, et de la strychnine (1 uM), antagoniste spécifique
des récepteurs de la glycine, a induit des CPSE dans tous les NcLCR enregistré (figure V1.5 ; A).
Ces courants ont été inhibés apres 1’application du DNQX (20 uM) un antagoniste spécifiques
des récepteurs AMPA/ Kainate du glutamate (figure V1.5 ; A-C). Aussi le potentiel de réversion
estégal a 0,60+ 7,10 mV (figure VL5 ; D-E) ce qui est en adéquation avec le statut des récepteurs
AMPA/ Kainate perméables a plusieurs cations. Ces informations démontrent que les CPSE
évoqués électriquement dans les NcLCR, sont médiés par les récepteurs AMPA/ Kainate du

glutamate.

L’application du bacloféne (100 pM) par bain réduit I’amplitude des CPSE évoqués dans
les NCLCR enregistres en potentiel imposé -60 mV. Cet effet est supprimé apres 1’application de
la CGP ; I’agoniste spécifique des R-GABAg (figure VI.5; F-H). Les résultats obtenus
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démontrent pour la premiére fois que les NCLCR regoivent des terminaisons excitatrices de type
glutamatergique et que les R-GABAg ont un effet inhibiteur sur la transmission synaptique

excitatrice dans ces neurones.
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Figure VI.5: Effet du baclofene sur les CPSE évoqués dans les NcCLCR

A ; courbes moyennes et B ; amplitudes en fonction du temps des CPSE évoqués dans NcLCR avant (noir) pendant
(vert) et aprés (orange) I’application du DNQX (10 uM). C ; la boite a moustaches des amplitudes des CPSE avant
et apres 1’application du DNQX. DNQX a un effet inhibiteur significatif sur les amplitudes des CPSE : -38,43 +
19,51 pA dans les contrdles (noir) et -1,57 £ 1,91 pA en présence du DNQX (orange) ; n=7 ; **P < 0,01 (Test t de
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Figure V1.6: Effet du baclofene sur les CPSE évoqués dans les NcLCR (suite) : Student pour deux échantillons
appariés). D ; traces moyennes des CPSE en réponse a 1’application des sauts de potentiel partant de -60 mV a
+40 mV avec un écart de 20 mV. E; la moyenne des pic des amplitudes des CPSE en fonction du potentiel de
maintien. Ery est indiqué par le point d’intersection de cette courbe avec 1’axe des abscisses. F-G ; courbes
moyennes (F) et amplitudes en fonction du temps (G) des CPSE évoqués dans NcLCR (contréle ; noir), aprés
I’application du bacloféne (100 uM ; bleu) et apres I’application de la CGP (2 UM ; rouge). J; la boite a
moustaches des amplitudes des CPSE avant et aprés 1’application du baclofene et de la CGP. Le baclofene réduit
significativement les amplitudes des CPSE et cet effet a été complétement supprimé en présence de la CGP
(controle : -37,96 + 10,64 pA ; bacloféne : - 14,86 + 9,79 pA ; CGP: -37,59 + 12,99 pA; n=7 ; *P < 0,0001 ;
« repeated measures ANOVA/ Tukey post hoc multiple comparison test »).

Implication des R-GABAs présynaptiques dans P’inhibition des transmissions

synaptiques inhibitrices et excitatrices

Nous avons localisé la position des récepteurs R-GABAg impliqués dans
I’inhibition des CPSI et CPSE évoqués dans les NcLCR. Dans ce but, nous avons utilisé le
protocole « paired-pulse » (figure V.8 ; B ; page 98) qui consiste a effectuer deux stimulations

de 50 a 60 V d’une durée de 100 ps chacune. Les deux stimulations séparées par 70 ms.

Ensuite, nous avons comparé le rapport « paired-pulse ratio » (PPR) avant, pendant et
aprés 1’application du bacloféne et de la CGP. Le PPR est calculé a partir de I’amplitude du

deuxiéme courant postsynaptique / sur I’amplitude du premier courant postsynaptique.

En potentiel imposé -60 mV, le baclofene (20 uM) appliqué par bain augmente
significativement le PPR dans le cas des CPSI et CPSE. La CGP (2 uM) supprime 1’effet du
baclofene sur les CPSI et les CPSE (figure VI1.6).
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Figure V1.6 Bacloféne augmente le PPR dans les CPSI et CPSE

A ; En haut, courbe moyenne des CPSI évoqués par deux stimulations paired-pulse séparés de 70 ms, avant (noir)
et aprés 1’application du bacloféne (20 uM ; bleu) ou le CGP (2 uM ; rouge). Ces CPSI ont été enregistrés dans
des NcLCR en potentiel imposé -60 mV, en présence du DNQX (20 uM) et de la strychnine (1uM). En bas, des
CPSI évoqués en absence (noir) et en présence du bacloféne (20 uM ; bleu) qui ont été mis a 1’échelle de la
premiére réponse. B ; une boite a moustaches qui montre que le bacloféne augmente le PPR dans les CPSI et son
effet est inhibé par la CGP (contréle : 0,72 + 0,23, n=7 ; baclofene : 1,22 + 0,50, n=5; CGP : 0,65 £ 0,26 ; n=7 ;
*P< 0,05; «repeated measures ANOVA/ Tukey post hoc multiple comparison test »). C; En haut, courbe
moyenne des CPSE évoqués par deux stimulations paired-pulse séparés de 70 ms, avant (noir) et apres
I’application du bacloféne (20 uM ; bleu) ou le CGP (2 uM ; rouge). Ces CPSE ont été enregistrés dans des NcLCR
en potentiel imposé -60 mV, en présence de la gabazine (10 puM) et de la strychnine (1uM). En bas, des CPSE
évoqués en absence (noir) et en présence du bacloféne (20 pM ; bleu) qui ont été mis a 1’échelle de la premiére
réponse. D ; une boite & moustaches qui montre que le bacloféne augmente le PPR dans les CPSE et son effet est
inhibé par la CGP (contréle : 0,85 + 0,40, n=7 ; baclofene : 1,52 + 0,73, n=7 ; CGP : 0,86 £ 0,43 ; n=7 ; *P< 0,01 ;

« repeated measures ANOVA/ Tukey post hoc multiple comparison test »).
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Afin de s’assurer que I’inhibition est médiée par des R-GABAg présynaptiques, nous
avons ¢étudié I’effet du baclofeéne sur la cinétique des CPSI et CPSE, induits respectivement par
les récepteurs GABAA et AMPA/ Kainate postsynaptiques. Les résultats montrent que le
bacloféne (20 uM) n’a aucun effet sur le temps de déclin (decay time) ou 10 - 90% le temps de
remontée (10 - 90% rise time) des CPSI (figure V1.8 ; A-B) et des CPSE (figure V1.8 ; C-D). En
conclusion, nos résultats confirment que les transmissions synaptiques inhibitrices et excitatrices

sont inhibées via des récepteurs GABAEg présynaptiques.
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Figure V1.7 Effet du baclofene sur la cinétique des CPSI et CPSE

A — B ; les boites & moustaches de I’effet du baclofene sur la cinétique des CPSI. A ; le bacloféne n’a aucun effet
sur le temps de déclin des CPSI (contrdle : 22,35 £+ 3,01 ms, n=11 ; bacloféne 20 uM : 23,07 + 3,26 ms ; P=
0,5305 ; Test t de Student pour deux échantillons appariés). B ; le bacloféne n’a pas d’effet significatif sur 10-90%
le temps de remontée des CPSI (contrdle : 1,68 £ 0,55 ms, n=11 ; bacloféne 20 uM : 1,68 + 0,63 ms, n=11 ; P=
0,9810 ; Test t de Student pour deux échantillons appariés). C ; le baclofene n’a aucun effet sur le temps de déclin
des CPSE (contréle : 2,71 £ 0,50 ms, n=9 ; baclofene 20 uM : 2,82 + 0,48 ms, n=9 ; P=0,6106 ; Test t de Student
pour deux échantillons appariés). D ; le bacloféne n’a pas d’effet significatif sur 10-90% le temps de remontée des
CPSE (contrdle : 0,79 + 0,25 ms, n=9 ; bacloféne 20 uM : 0,89 + 0,63 ms, n=9 ; P= 0,6065 ; Test t de Student
pour deux échantillons appariés)
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Mise en évidence de différences fonctionnelles dans les neurones de contact chez la

souris jeune et agée

De plus des résultats cités ci-dessus, nous avons étudié quelques propriétés fonctionnelles

des NCLCR chez des souris de différents ages.

Dans les mémes conditions que chez la souris adultes (8 a 12 semaines), nous avons
appliqué du bacloféne 100 uM en potentiel de maintien -50 mV afin de mesurer la réponse des

NCcLCR au bacloféne chez des souris jeunes de moins d’un mois.

Les résultats présentés dans la figure ci-apres (figure 1V.8), montrent que le bacloféne n’a
aucun effet sur les NcLCR chez la souris jeune. A conclure que le bacloféne n’active pas la voie

KIR3 chez les souris jeunes comme chez les adultes.
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Figure V1.8: Comparaison de la réponse des NcLCR au Bacloféne chez la souris jeune (<1mois) et adulte
(12-18 semaines)

Les NcLCR expriment également les récepteurs AMPA/Kainate du
glutamate  (récepteurs ionotropes). Chez la  souris adulte, [D’application du
glutamate 100 pM induit un courant entrant, en mode potentiel imposé -80
mV (figure 11.18; page: 33). Afin de vérifier l'effet de I’age sur la réponse
au glutamate (100 M), nous avons utilisé des souris nouveaux-nées (0 a 7

jours) et des souris agées de plus d’un an (figure V1.9).
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Figure VI1.9: La réponse des NcLCR au glutamate en fonction de I’age

Comme dans le cas du baclofene, la réponse équivalente du glutamate chez les souris
jeunes et agées. Ces résultats indiquent que 1’dge n’a aucun effet sur les propriétés

fonctionnelles des NcLCR.
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VIl. DISCUSSION GENERALE DES RESULTATS

La thématique développée dans cette these s’insére dans le cadre d’un projet de recherche
portant sur la caractérisation fonctionnelle des NcLCR bulbo-spinaux assuré par le laboratoire
« Physiologie et physiopathologie du systeme nerveux somatomoteur et neurovégeétatif » (PPSN)
a Marseille. La structure de recherche a pour thématique principale la régulation de la prise
alimentaire. Il faut rappeler dans ce sens, que cette régulation se fait via deux structures cérébrales
aussi importantes 1’une que ’autre. Il s’agit tout d’abord de 1’hypothalamus, premiére structure
cérébrale identifiée comme tel depuis les années 1950. Ce contréle implique des neurones du
premier ordre localisés principalement au niveau du noyau arqué d’autres neurones localisés dans
les noyaux paraventriculaire et ventromédian, voire au niveau de ’aire latérale. Les neurones du
noyau arqué par leur position anatomique au niveau ventral de I’hypothalamus sont sensibles aux
taux circulants de I’insuline et de la leptine atteignant I’éminence médiane. L’hypothalamus est
impliqué principalement dans la régulation a long terme de la prise alimentaire et est donc
impliqué dans la régulation du poids corporel. Des études ultérieures ont pointé ensuite le role
joué par le tronc cérébral et plus précisément par le complexe vagal dorsal situé au niveau du
bulbe rachidien, qui possede des afférences vagales le renseignant sur le bol alimentaire. Il est
impliqué essentiellement dans la régulation a court terme de la prise alimentaire (faim-satiété).
Les travaux du laboratoire PPSN ont considérablement contribué & la compréhension du
fonctionnement du CVD dans le cadre de la régulation de la prise alimentaire a travers
I’élucidation des mécanismes sous tendant ladite régulation. Ces derniéres années, le laboratoire
s’est attelé¢ a ¢tudier des composantes neuronales spéciales présentes au niveau du CVD pour
asseoir leur role éventuel dans cette régulation. Il s’agit des. NCLCR situés particulierement au

niveau du canal central. C’est dans ce cadre précis, que s’insere le sujet de cette thése.

Des travaux précédents du laboratoire ont étudié différents modulateurs ionotropiques des
NcLCR et ont montré que 1’excitabilité dans les NcLCR est régulée par les canaux PKD2L1 et
ASIC, alors que l'inhibition implique des récepteurs ionotropiques GABAA et glycinergiques
(Orts-Del’immagine et al. 2012; Orts-Del’Immagine et al. 2016). Ainsi, si le role inhibiteur du
GABA s’exercant a travers son action via le complexe récepteur GABAa, aucune étude ne s’est
intéressee a la régulation par la voie metabotropique impliquant les récepteurs GABAg du
GABA, en dépit de son éventuelle implication dans la régulation de la prise alimentaire. Il s’ agit
donc de I’essentiel de mon travail de thése qui vise a étudier pour la premiere fois, I’implication

d’une voie de modulation métabotropique des NcLCR. En analysant la contribution des
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récepteurs metabotropiques GABAB dans la régulation des NcLCR, nous avons tout d’abord pu
montrer 1’expression des R-GABARg fonctionnels sur la membrane des NcLCR, pour la premiere
fois chez la souris. Dans les NCLCR, les récepteurs GABAR n’activent pas les canaux KIR3 mais,
ayant utilisé des approches électrophysiologiques, notre étude montre également, que les
récepteurs GABAg présynaptiques sont situés sur les terminaisons GABAergique et

glutamatergique et inhibent la libération du GABA et du glutamate vers les NCLCR.
Les NCcLCR expriment le récepteur GABAsg fonctionnel

Nos résultats obtenus en immunofluorescence confirment que les NcLCR expriment la
sous-unité GABAg: des R-GABAEg. Il est bien documenté que les récepteurs GABAg sont
hétérodimeres et ne sont fonctionnels qu’en présence des deux sous-unités (Bettler et al. 2004;
Robbins et al. 2001). Il serait donc important de démontrer que les NcLCR expriment également
la sous-unité GABAs.. En fait, nous avons tenté de démontrer cette existence en
immunofluorescence en utilisant un anticorps anti GABAg> dans les NcLCR-GFP+.
Malheureusement cette approche est difficile a réaliser techniquement car apres maints essais
nous n’avons pas pu mettre au point le protocole adéquat pour réussir un double marquage
GABABg2/EGFP au niveau du tronc cérébral.

Toutefois, les R-GABAg des NcLCR sont fonctionnels suggérant leur existence sous
forme d’hétérodimere. En effet, des travaux dans notre laboratoire ont prouvé I’existence d’un
couplage entre les récepteurs GABAg est les canaux Ca?* de type N (Cav2.2) présents dans les
NcLCR (voir Jur¢i¢ et al., 2018 page 105). Ceci implique que les R-GABAg présents sur la
membrane des NcLCR sont fonctionnels et implicitement sont sous forme d’hétérodimeéres :

composé des deux sous-unités GABAg: et GABAR:.
Les récepteurs GABAB ne sont pas couplés aux KIR3 dans les NcLCR

Nos résultats montrent la présence d’une propriété atypique des récepteurs GABAg dans
la mesure ou la technique d’immunofluorescence a fait état de la présence de ce type de
récepteurs sur les membranes des NCLCR, mais par la technique de patch clamp, il n’a pas été
possible de mettre en évidence la présence de couplage entre le récepteur GABAg et les canaux
KIR3 dans les NcLCR.

Il est maintenant bien établi que les récepteurs GABARg postsynaptiques generent une
inhibition lente en activant les canaux KIR3 (Fernandez-Alacid et al. 2009; Liu et al. 2012).
Cependant, la technique du patch-clamp a révélé que 1’application du bacloféne, un agoniste du

récepteur GABAg, n’a eu aucun effet sur les NcLCR enregistrés. Alors que dans d'autres
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neurones du tronc cérébral, tels que les neurones du noyau dorso-médian du vague : DMNX, au
niveau du complexe vagal dorsal, nous avons observé une réponse typique des R-GABAg telle
qu’elle est décrite dans la littérature (Browning et Travagli 2001). En mode potentiel impose, le
bacloféne induit des courants sortants tandis qu’en mode courant imposé, il induit une
hyperpolarisation. Ces réponses sont dues a I’activation des canaux KIR3 par le R-GABAg. Ce
contréle réalisé sur les neurones du noyau DMNX, nous a permis de Vvérifier la rigueur de nos

enregistrements en patch clamp.

Il faut préciser également que tous ces enregistrements ont éte réalisés dans des conditions
favorisant 1’enregistrement des courants de potassium. En présence de strychnine et de DNQX

respectivement inhibiteurs des récepteurs de la glycine et AMPA / kainate du glutamate.

Ces données impliquent que les R-GABAg présents sur la membrane des NcLCR sont

fonctionnels mais n’activent pas la voie de signalisation dépendante de 1’effecteur KIR.

L’absence du couplage entre le GABAB et KIR3 peut étre expliquée par I’absence des
canaux KIR3 dans ces neurones. Cela pourrait étre vérifié par immunohistofluorescence mais
cette voie reste complexe a réaliser vu la diversité des canaux KIR 3 (KIR 3.1 ; KIR 3.2 ; KIR
3.3). En patch clamp, nous pouvons appliquer des alcools comme 1’éthanol ou encore le
propanol-1 qui favorisent 1’ouverture des canaux KIR et/ou le barium conduit a leur blocage
(Browning and Travagli 2001). Nous avons congu le protocole illustré dans la figure suivante
(figure V.1).
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LCRa + strychnine (1puM) + Pacide kynurénique
(1mM) + la DNQX (20 pM) + la picrotoxine (100 uM)

‘ Bacloféne (100 uM) yayd

e g
Propanol-1 (100mM par pression) /
v 777

BaCl,; (1mM par bain)

Mode d’enregistrement:
Potentiel imposé -50mV ou courant imposé OpA
Configuration: Cellule entiére

Lavage

40s 2 min I

' + 1 T
Protocole 1: mmm~ oo T

1

Protocole 2:
Figure VII.1: Protocoles électrophysiologiques de la mise en évidence des canaux KIR via le propanol-1 et

le barium.

Des résultats préliminaires de I’application du barium (1 mM) confirment I’hypothese de

I’absence des canaux KIR3 dans les NcLCR.

Les R-GABAEg postsynaptiques sont exprimés dans le cerveau a la naissance mais ils
n’activent pas les canaux GIRK pendant les premiers jours de la vie (Gaiarsa et Porcher 2013).
Chez les rongeurs, la voie de signalisation dépendante des canaux GIRK n’est établie qu’apres
la premiere semaine postnatale (Luhmann et Prince 1991; Gaiarsa et al. 1995) voire plus tard
entre la troisieme et la cinquieme semaine postnatale (Nurse et Lacaille 1999; Lei et McBain
2003).

Nos expériences ont été menées chez des souris adultes agées de 8 a 12 semaines. A ce
stade de développement, nous pourrions nous attendre a un systéme neuronal mature ou devraient
s’exprimer a la fois KIR3 et une voie régulation G protéine dépendante compleéte. Les récepteurs
GABA-B sont fonctionnels puisqu’ils induisent une inhibition des courants calciques via une
protéine G. Il est donc probable qu’a ce stade adulte, I’expression de KIR3 soit faible, ce qui
reste surprenant. Cependant, il a été démontré que les NCLCR présentent un état de maturité trés
particulier. Ces neurones sont matures et immatures a la fois, et seraient donc en état de « stand-
by » (Marichal et al. 2009). En effet, les NcCLCR expriment les marqueurs de maturité mais ils
continuent également a exprimer des marqueurs d’immaturité tels que la double cortine ou des
protéines Nkx6.1 (Petracca et al. 2016). D’autres critéres électrophysiologiques confirment 1’ état

de maturité dans les NCLCR, tels que leur potentiel de repos assez élevé (-50 mV) et leur forte
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résistance d’entrée (3 a 6 GQ) (Orts-Del’immagine et al. 2012, 2014; Orts-Del’Immagine et al.
2017).

Il a été démontré que l'inhibition des GIRK réapparait dans les neurones matures
(Gonzalez et al. 2018; Mongiat et al. 2009). Nous pouvons donc, déduire que la persistance d’un
état d’immaturité dans les NcLCR pourrait expliquer fortement 1’absence d’une réponse médiée
par les canaux GIRK dans ces neurones. A savoir que les conditions physiologiques ainsi que les
mécanismes impliqués dans le développement des NcLCR restent ambigus. Pourtant, si il a été
démontré que I’expression de la maturité compléte des NcLCR, est concomitante avec l'inhibition
médiée par les canaux GIRK, cela peut entrainer des modifications considérables aux propriétés
d'excitabilité de ces neurones (Mongiat et al. 2009). Curieusement, dans les régions cérébrales
en développement ou il a été démontré que les R-GABAg ne modulent pas I'excitabilité des
neurones via la voie GIRK, il a été prouvé que ces récepteurs activent des voies de signalisation
impliquées dans les processus du développement neuronal (Bony et al. 2013; Gaiarsa et Porcher
2013; Giachino et al. 2014). Nous pouvons donc suggérer que les R-GABAg pourraient étre
impliqués dans les processus de maturité des NcLCR, mais d'autres études plus approfondies sont

nécessaires afin de tester cette hypothése.

Enfin, il faut noter que les NcLCR spinaux issus de jeunes rats postnataux générent des
réponses GABAA dépolarisantes (Marichal et al. 2009), ce qui renforce I'idée que les NcLCR
conservent une immaturité fonctionnelle dans leur systeme de signalisation GABAergique.
Cependant, nous ignorons si I'effet dépolarisant des recépteurs GABAA persiste dans les NcLCR

chez les animaux adultes.

Les récepteurs GABAs bloquent la libération du GABA et du glutamate sur les
NcLCR.

Les résultats obtenus montrent que 1’activation des récepteurs GABAg inhibe la
transmission GABAergique. Les courants postsynaptiques inhibiteurs (CPSI) évoqués
électriguement, sont inhibés par le bacloféne. Cet effet est supprimé par une application du CGP,
confirmant que I’inhibition est due a une activation des R-GABAg. Deux hypotheses non

exclusives : effet du baclofene est soit post-synaptique soit présynaptique soit les deux.

En utilisant le protocole « paired-pulse », I’application du bacloféne (agoniste spécifique
du GABARg) augmente le rapport des amplitudes de deux stimulations successives évoquees
électriquement (PPR) (voir figure 1V.8, page 98). Un PPR plus élevé, signifie que I’amplitude de

la deuxieme réponse évoquée est plus grande que la premiére. Et inversement le taux de libération
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du neurotransmetteur est affaibli. Ceci rejoint les données rapportees par plusieurs études
similaires concernant une multitude de neurotransmetteurs. Ainsi, lorsque la deuxieme réponse
évoquée dans un neurone est d’une grande amplitude par rapport a la premiére, nous avons une
« facilitation » ce qui signifie une diminution de la probabilit¢ de libération des
neurotransmetteurs (Manabe et al. 1993; Wilcox et Dichter 1994; Fioravante et Regehr 2011).

Cette modification du PPR, nous informe également que le site d’action du bacloféne est
situé présynaptiqguement. Donc, cet effet inhibiteur sur la transmission synaptique dans les
NCcLCR est trés probablement di a I'activation des R-GABARg situés au niveau présynaptique.
Ces récepteurs engendrent une altération du mécanisme de libération des neurotransmetteurs
dans plusieurs régions cérébrales (Pinard et al. 2010). Les R-GABAEg sont connus pour inhiber

’entrée du Ca?* impliqué dans le phénomeéne de 1’exocytose.

Les NCcLCR recoivent des courants synaptiques inhibiteurs de type GABAergique et
glycinergique (Orts-Del’immagine et al. 2012). L’ensemble de nos enregistrements ont été
réalisés en présence de strychnine. Nous admettons donc que les CPSI enregistrés sont
GABAergiques, ceci a été confirmé via une application de la picrotoxine, un antagoniste du
récepteur GABAA.

En résumé, nos résultats approuvent que les GABAg bloquent la libération du

neurotransmetteur GABA au niveau présynaptique des NcLCR.

Les R-GABAR ne sont pas que des autorécepteurs, des études antérieures ont montré que
le bacloféne réduit la libération de différents neurotransmetteurs dont le glutamate (Enna and
McCarson 2006). Des études réalisées dans le laboratoire de Marseille, ont par ailleurs examiné
ceci dans les NcLCR. lIs ont démontré que les R-GABAR inhibent les courants postsynaptiques
excitateurs (CPSE) glutamatergiques et bloquent également sa libération (Jurci¢ et al., 2018 (voir
Annexes)). Cette réponse est inhibée en présence du DNQX, antagoniste des récepteur AMPA /

kainate préalablement identifiés dans les NcLCR (Orts-Del’Immagine et al. 2016).

En conclusion, les récepteurs GABAg présynaptiques sont situés sur les terminaisons
GABAergiques et glutamatergiques et leur activation inhibe la libération du GABA et du
glutamate vers les NcLCR. Ceci implique que les R-GABAGg présynaptiques sont fonctionnels et

participent a la modulation de I’activité synaptique des NcLCR.
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Caractérisation postsynaptique des récepteurs NPY dans les NCLCR

L’étude du GABAR a été la premiére étape dans la caractérisation métabotropique des
NcLCR car nous avons en perspective d’étudier d’autres récepteurs métabotropiques dont les
récepteurs neuropeptide Y (NPY). Le neuropeptide Y, NPY est un neurotransmetteur peptidique
connu par son role orexigene dans la régulation de la prise alimentaire. En plus d’autres
implications du NPY ont été citées dans la littérature telles que son réle dans la dépression, le
stress, la nociception ou encore 1’addiction. Il est intéressant de noter dans ce sens que la présence
du NPY circulant dans le LCRa été rapportée auparavant (tableau 1.2., page 11), et nous
suggerons donc que les NCLCR peuvent étre sensibles au NPY. Une lignée des souris
transgéniques Y1-EGFP (référence gensat: Tg(Npylr-EGFP)EK65Gsat) a été générée et ou les
NcLCR expriment fortement le récepteur Y1 du NPY (voir
http://www.gensat.org/imagenavigator.jsp?imagelD=34966).

Ainsi comme les NcLCR expriment au moins un des récepteurs du NPY, il reste donc a
savoir s’ils sont fonctionnels. Il faut noter aussi que les récepteurs du NPY et du R-GABAg ont
le méme mode d’action. Ils font partie des récepteurs couplés a une protéine Gi/o (a la fois
activatrice et inhibitrice). lls sont des récepteurs a rectification entrante pour le canal potassium,

ils activent le canal potassique et inhibe le canal calcique.

Par conséquent, nous avons conservé le méme protocole du patch-clamp, et nous avons

appliqué un agoniste du NPY a spectre large afin de cibler tous les récepteurs du NPY.

Les résultats préliminaires au niveau postsynaptique, ont révelé soit une faible réponse
ou une absence totale de réponse au NPY!! Cette réponse ne s’était pas améliorée méme en

ajoutant du GTP au milieu intracellulaire (figure VI1.2).
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Souris NPY1-EGFP

Application NPY pendant 40s
I

Figure VIIV.VII.2: Résultat préliminaires de la caractérisation postsynaptique des récepteurs NPY

Le NPY n’a pas d’effet sur les neurones contactant le LCR. (Vy=-50mV ; NPY a 100 uM)

11 va falloir reproduire les tests au niveau postsynaptique, afin d’augmenter le nombre
d’échantillons. Il faudra également évaluer D’existence d’un effet du NPY au niveau
présynaptique des NCLCR, en effectuant des potentiels électriques évoqués. Ensuite, il faudra
affiner le mode opératoire en visant chacun des récepteurs du NPY, respectivement, pour

identifier lesquels sont présents sur les NcLCR et/ou impliqués dans leur modulation.

En définitive, si nous vérifions 1’existence d’un effet du NPY sur les NcLCR nous
pouvons admettre I’hypothése d’un éventuel role des NcLCR dans la régulation de la prise

alimentaire.
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VIIl. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Nos résultats montrent que les NcLCR, possédent des récepteurs GABAg fonctionnels,
bien que n’activant pas les canaux KIR3, comme dans le cas d’autres populations neuronales
dans le tronc cérébral. De plus, des expériences menées dans notre laboratoire (PPSN) a
Marseille, au niveau postsynaptique, ont montré I’inhibition des canaux calciques par le R-
GABAg. Présynaptiqguement, le recepteur GABAg est impliqué dans la modulation de la
libération du GABA et du glutamate au niveau du NcLCR.

I reste a savoir si le récepteur GABAR joue un role physiologique dans les NcLCR.

La découverte des NcLCR dans le CVD, a ouvert un débat sur un réle probable de ces
neurones dans la régulation des fonctions autonomes et les pathologies qui y seraient associées.
La position de ces neurones en contact avec le LCR ainsi que la fonction sensorielle qui leur a
été attribuée font d’eux des candidats idéaux pour la détection des peptides gastro-intestinaux

impliqués dans I’homéostasie énergétique (Orts-Del’immagine et al. 2012; Travagli 2012).

La découverte des récepteurs GABAg dans ces neurones ne peut que renforcer cette
hypothese. Plusieurs recherches ont affirmé le role orexigéne du baclofene dans la prise
alimentaire via I’inhibition de 1’effet de la leptine dans le noyau arqué (Bogatyrev et al. 2017;
Mokhtarpouriani et al. 2016). Il serait alors tentant de suggérer un rdle des NcLCR dans la

régulation de la prise alimentaire.

Cette nouvelle ligne de recherche pourra étre développée en collaboration entre mon
laboratoire d’accueil a Marseille (PPSN), spécialisé dans 1’étude des NcLCR dans le tronc
cérébral et mon laboratoire d’origine a Béni Mellal (Laboratoire Génie Biologique), qui

s’intéresse a I’étude des comportements alimentaires.

Nous pouvons prévoir une approche électrophysiologique en évaluant la réponse des
NcLCR et leurs récepteurs €lectrophysiologiques a 1’application de la leptine, hormone
anorexigene, et qui de surcroit est présente dans le LCR (tableau 1.2 ; page 11). Il serait également
pertinent d’utiliser 1’approche immunohistochimique pour pouvoir mettre en évidence

I’expression du récepteur OB de la leptine dans ces neurones.

Nous pouvons également adopter I’approche comportementale dans I’évaluation du rdle
des NcLCR dans la prise alimentaire, en utilisant différents groupes transgéniques tels que les
souris CRE*/DTA" et les souris PKD2L1".
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Nous proposons ainsi une mesure directe de la prise alimentaire dans les souris
CRE'/DTA". Ces souris auxquelles le géene CRE (C-AMP Response Element- bending protein)
est incorporé (CRE+) au niveau des cellules cibles, ici les NCLCR, ce qui permet aprés un
traitement & la toxine diphtérique A (DTA) de conduire a une ablation totale de ce type cellulaire

chez les souris DTA+/CRE+ ; comme le montre la figure ci-dessous (figure VI11.1).

DTA+/CRE- DTA+/CRE+

PKD2L1 PKD2LL ---__

PKD2L/ “ 2 PKD2L/

PKD2L/ PKb2L/ A

Figure VII1.1: DTA supprime les NcLCR dans les souris CRE*/DTA*

A gauche DTA*/CRE: présence des NcLCR mise en évidence par double immunohistochimie (MAP2/PKD2L1).

A droite DTA*/CRE" : absence des NcLCR mise en évidence par les mémes marqueurs.

Une comparaison de la prise alimentaire chez les souris CRE'/DTA" et les souris
sauvages peut nous informer sur la possible implication des NcLCR dans la regulation de la prise
alimentaire. Aussi I’'usage d’un autre groupe de souris PKD2L1 négatif peut confirmer si la

régulation de la prise alimentaire par les NCLCR du CVD est liée au canal PKD2L1.

Nous pourrions mettre nos souris sous différents régimes. Par exemple des régimes gras
qui favoriseront la production de la leptine afin de vérifier cette voie également (effet de la leptine
dans les NcLCR) (figure VII1.2).
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Souris C57BL6 (Sauvages) Souris PKD2L1- Souris CRE*/DTA*

Régime Standard

Peser la ration
alimentaire, le feces et le
gachis en plus du poids

des souris

Figure VII1.2: Test pour évaluation du role des NcLCR dans la régulation de la prise alimentaire

Des souris males et femelles adultes agées de 12 semaines environ issues de 3 lignées différentes : sauvages ;
CRE/DTA positif et PKD2L1 négatif sont partagées en 2 groupes selon chaque lignée. Ensuite chaque groupe

doit suivre un régime alimentaire standard ou gras et la prise alimentaire sera mesurée pendant 3-4 semaines.
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Cerebrospinal fluid contacting neurons (CSF-cNs) are found around the central canal of all vertebrates.
They present a typical morphology, with a single dendrite that projects into the cavity and ends in the
CSF with a protuberance. These anatomical features have led to the suggestion that CSF-cNs might have
sensory functions, either by sensing CSF movement or composition, but the physiological mechanisms
for any such role are unknown. This hypothesis was recently supported by the demonstration that in
several vertebrate species medullo-spinal CSF-cNs selectively express Polycystic Kidney Disease 2-Like 1
proteins (PKD2L1). PKD2L1 are members of the ‘transient receptor potential (TRP) superfamily, form
non-selective cationic channels of high conductance, are regulated by various stimuli including protons
and are therefore suggested to act as sensory receptors.

Using patch-clamp whole-cell recordings of CSF-cNs in brainstem slices obtained from wild type and
mutant PKD2L1 mice, we demonstrate that spontaneously active unitary currents in CSF-cNs are due to
PKD2L1 channels that are capable, with a single opening, of triggering action potentials. Thus PKD2L1
might contribute to the setting of CSF-cN spiking activity. We also reveal that CSF-cNs have the capacity
of discriminating between alkalinization and acidification following activation of specific conductances
(PKD2L1 vs. ASIC) generating specific responses. Altogether, this study reinforces the idea that CSF-cNs
represent sensory neurons intrinsic to the central nervous system and suggests a role for PKD2L1
channels as spike generators.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Medullo-spinal cerebrospinal fluid contacting neurons (CSF-
cNs) are present around the ependymal layer along the central
canal from the filum terminale to the brainstem of all vertebrates
examined so far (Vigh et al., 2004). CSF-cNs are GABAergic neurons
and have a characteristic morphology with a unique dendrite that
ends in the CSF with a ciliated protuberance (Vigh et al., 1983;
Shimosegawa et al., 1986; Bruni and Reddy, 1987; Dale et al,,
1987; Stoeckel et al., 2003; Orts-Del'lmmagine et al., 2014).
Although, little information is available regarding their function(s),
CSF-cNs were suggested to have sensory functions by sensing either
CSF movement within the central canal or variations in its
composition, notably its pH (Huang et al., 2006). To support this
hypothesis, recent data demonstrated that the Polycystic Kidney
Disease 2-Like1 protein (PKD2L1), a channel with putative sensory
functions (Nauli et al., 2003; Huang et al., 2006; Shimizu et al.,
2009), represented a selective marker for medullo-spinal CSF-cNs
in several vertebrate species (Djenoune et al, 2014; Orts-
Del'lImmagine et al., 2014).

PKD2L1 (or TRPP3 and initially named Polycystin-L) is a
member of the polycystin family of TRP proteins (Clapham et al.,
2010). Mutations of pkd1 and pkd2 genes coding for, polycystin-
1 and polycystin-2, respectively, account for almost all cases of
autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD), the
most common form of inherited polycystic kidney disease
(Harris and Torres, 2014). pkd2l1 and pkd2I2 are two homologs
of the pkd2 gene identified so far (Veldhuisen et al., 1999; Wu
et al., 1998) but are unlikely to be directly linked to ADPKD
(Basora et al., 2002; Nomura et al., 1998). Although the func-
tional role of PKD2L1 is still unclear, it was suggested that
PKD2L1 might be involved in sensory physiology. Indeed,
PKD2L1 has a wide expression pattern especially in several brain
nuclei and sensory organs such as retina, taste bud and inner
ear (Basora et al, 2002; Huang et al., 2006; Ishimaru et al.,
2006; LopezJimenez et al., 2006; Cuajungco et al., 2007; Li
et al., 2007; Takumida and Anniko, 2010). Second, in expres-
sion systems, PKD2L1 forms a non-selective cationic channel of
high conductance and was shown to be regulated by several
stimuli such as: voltage, calcium (Chen et al., 1999; Liu et al.,
2002), protons (Shimizu et al.,, 2011), extracellular osmolarity
(Shimizu et al., 2009) and temperature (Higuchi et al., 2014).
Finally, the levels of channel insertion in the plasma membrane
as well as its functional properties were shown to depend on its
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association with other proteins in particular of the polycystin 1
type (Inada et al., 2008; Ishii et al., 2009; DeCaen et al., 2013;
Delling et al., 2013).

In murine medullar CSF-cNs, we recently reported the presence
of a spontaneously active unitary current bearing all the functional
properties of PKD2L1 currents and we suggested that its activation
could modulate CSF-cN excitability (Orts-Del'immagine et al,
2012). Nevertheless, the nature of the channels expressed in CSF-
cNs could not be definitively demonstrated because of the lack of
a selective blocker for PKD2L1 channels.

Here, using patch-clamp recording techniques on brainstem
slices prepared from PKD2L1 mice lacking the channel and their
wild type littermates (Horio et al., 2011), we demonstrate that
functional PKD2L1 channels are indeed expressed in CSF-cNs. They
are capable, at a single channel level, to generate a depolarization
large enough to trigger action potentials and would act as spike
generator. They play a role in the setting of basal excitability and in
sensing extracellular variations in pH. Finally, and because of the
lack of any excitatory synaptic entries, PKD2L1 appears to represent
an important excitatory input to these peculiar neurons.

2. Materials and methods
2.1. Animals

PKD2L1*/* (wild type) and PKD2L1~/~ (mutant) mice were
obtained by breeding heterozygous PKD2L1 +1~ mice (B6.Cg-
Pkd211tm1.1Y""/J; http://jaxmice jax.org/strain/016853.html and
Horio et al., 2011) while PKD2L1:EGFP transgenic mice were ob-
tained by crossing PKD2L1-IRES-Cre with Z/EG reporter transgenic
mice (Huang et al., 2006; Orts-Del'immagine et al., 2012). All ani-
mals were housed at constant temperature (21 °C) under a standard
12 h light—12 h dark cycle, with food (pellet AO4, UAR,
Villemoisson-sur-Orge, France) and water provided ad libitum. Ex-
periments were conducted in conformity with the rules set by the
EC Council Directive (2010/63/UE) and the French “Direction
Départementale de la Protection des Populations des Bouches-du-
Rhone” (licence N°13.435 held by JT and N°13.430 by NW). Every
precaution was taken to minimize animal stress as well as the
number of animals used. All our experiments were conducted on
animals whose genotype was determined following PCR on DNA
extracted from the tail to asses EGFP and CRE expression or
PKD2L1*/* (wild type) and PKD2L1~/~ genotype (see Table 1 for
details). The breeding of heterozygous PKD2L1 +I~ mice also

Summary of the experimental procedure used for PCR on tail genomic DNA. Table indicating the sequence of the sense and antisense primers used in our
PCR experiments to determine the genotype of PKD2L1"/* (wild type) and PKD2L1~/~ mice (mutant see B6.Cg-Pkd211tm1.1Y4"/J; http://jaxmice.jax.org/strain/
016853.html and Horio et al., 2011) as well as of the PKD2L1:EGFP transgenic mice. The molecular weight of the different amplicons (Amplicon size) is indicated
as well as the experimental parameters for each set of PCR reaction. PCR reaction for PKD2L1 animals were adapted from the protocol published by the Jackson

Laboratories (http://jaxmice.jax.org/strain/016853.html).

GENE Sense primers sequence Anti-sense primers sequence
CRE 5'-CGT ACT GAC GGT GGG AGA AT-3' 5'-CCC GGC AAA ACA GGT AGT TA-3'
eGFP 5'-GCC ACA AGT TCA GCG TGT CC-3’ 5'-GCT TCT CGT TGG GGT CTT TGC-3'
PKD2L1 5'-GAT CTG CAA TGC AAT GAA CC-3’ Wild type: 5'-GAC CCT CTG CCT TGT GTC TC-3'
Mutant: 5-ACA CCG GCC TTA TTC CAA G-3'
CRE eGFP PKD2L1
Amplicon size 166 bp 573 bp Wild type: 725 bp

PCR reaction Initial denaturation (5 min, 95 °C),
Denaturation (30 s, 95 °C), Primers
hybridization (30 s, 62 °C), Elongation (30 s,
72 °C), Final elongation (7 min, 72 °C),
Number of Cycles: 36

Initial denaturation (5 min, 95 °C),
Denaturation (30 s, 95 °C), Primers
hybridization (30 s, 64 °C), Elongation (45 s,
72 °C), Final elongation (7 min, 72 °C),
Number of Cycles: 36

Mutant: 575 bp

Initial denaturation (5 min, 95 °C),
Denaturation (30 s, 95 °C), Primers
hybridization (30 s, 62 °C), Elongation (45 s,
72 °C), Final elongation (7 min, 72 °C),
Number of Cycles: 36
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generated heterozygous animals that were not considered in the
present study.

2.2. Immunohistochemistry

Immunofluorescence experiments were carried out as previ-
ously described (Orts-Del'lmmagine et al, 2012; Orts-
Del'lmmagine et al., 2014). After paraformaldehyde transcardiac
perfusion (4% PFA in 0.1M PBS) of eight to twelve week-old mice,
brains were removed, post-fixed for one hour at 4 °C and frozen in
isopentane (—40 °C) following cryoprotection in 30% sucrose at 4 °C
(24—48 h). Coronal brainstem sections (40 pm) were obtained us-
ing a cryostat (Leica CM3050) and collected serially in twelve-well
plates containing 0.1 M PBS. Sections were then incubated at room
temperature for 1 h in PBS containing 0.3% Triton X100 (Sigma) and
3% horse serum with 1% bovine serum albumin (BSA) before adding
the primary antibody (mouse anti-MAP2 IgG; 1:600 48 h, Sigma-
—Aldrich M—1406 or rabbit anti-PKD2L1 IgG; 1:700 overnight;
Millipore AB9086). Sections were then washed in PBS and incu-
bated for 2 h at room temperature with secondary antibody (1:400;
Millipore-Chemicon; MAP2: goat anti-mouse IgG, PKD2L1: donkey
anti-rabbit IgG conjugated to AlexaFluor 594 or 488, respectively).
MAP2 and PKD2L1 immunolabeling experiments were conducted
sequentially. Sections were mounted on gelatin coated slides and
coverslipped with home-made mowiol mounting medium for
fluorescence microscope preparation. Experiments were repro-
duced in 3 animals for each model. Slides were observed and im-
ages acquired using a confocal microscope (Zeiss LSM700; maximal
intensity z-projections of 10—15 um section). Images were analyzed
and prepared using ZEN 2009/2010 light Edition (Zeiss software),
Image] 1.45 (NIH) and Corel Draw X3 graphics suite. In the insets of
Fig. 1B, the central canal is labeled as cc.

2.3. Slice preparation and electrophysiology

2.3.1. Brainstem slice preparation

Eight to twelve week-old mice were anaesthetized with an
intraperitoneal injection of ketamine (Carros, France) and xylazine
(Puteau, France) mixture (100 and 15 mg/kg, respectively). Brain-
stem slices (from the caudal part up to the 4th ventricle) were
prepared as previously described by Roux et al. (2009). Slice
preparation was performed in ice-cold (0—4 °C), oxygenated (95%
0,/5% CO3) and low calcium/high magnesium artificial cerebro-
spinal fluid (aCSF) containing (in mM): NaCl 75, NaHCOs3 45,
NaH,PO4 1.25, KCI 3, CaCly 0.5, MgCl, 7, glucose 15, sucrose 31,
ascorbic acid 2, Na-pyruvate 2, myo-Inositol 3 (pH 7.3-7.4, and
osmolality of 300—310 mosmole.kg~'). Coronal brainstem slices
(200 um thick) were cut with a vibratome (Leica VT1000S) and
transferred to a submerged recovery chamber filled with standard
oxygenated aCSF at 35 °C containing (in mM): NaCl 115, NaHCOs 26,
NaH;P04 1.25, KCl 3, CaCl, 2, MgCl, 2, glucose 15, ascorbic acid 2,
Na-pyruvate 2, myo-Inositol 3 (pH 73—7.4 and osmolality of
300—-310 mosmole.kg~1). Slices were allowed to return from 35 °C
to room temperature for 1 h and subsequently kept under contin-
uous oxygenation until their transfer to the recording chamber.

2.3.2. Electrophysiological recordings

The recording procedure has been described in details in our
previous study (Orts-Del'lmmagine et al., 2012). Briefly, cells
around the central canal (cc) were spotted under either Infra-red-
DIC (for slices obtained from PKD2L1*/* or PKD2L1~/~ mice) or
490 nm illumination (for PKD2L1:EGFP' mice) using an upright
Zeiss Axioscope microscope (60x water immersion objective)
equipped with a precisExcite P1 CoolLED epifluorescence system
and a CoolSNAP HQ2 cooled CCD camera (Photometrics) connected
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to a PC through a frame grabber (CoolSNAP LVDS interface card,
Photometrics) and controlled by MetaView software (Molecular
Devices Inc.). Whole-cell patch-clamp recordings were performed
in current- and/or voltage-clamp mode using a Multiclamp 700B
patch-clamp amplifier connected with a Digidata 1322A interface
(Molecular Device Inc.) to the computer. Patch pipettes were pulled
from thin-wall borosilicate glass capillaries (Harvard Apparatus)
and filled with an internal solution with composition (in mM): KCI
135, NaCl 10, MgCl, 2, CaCl, 1, EGTA 5, Hepes 10, Na-phospho-
creatine 10 and Mg-ATP 4 (adjusted to pH 7.30—7.35 with KOH 1N;
osmolality of 290—295 mosmole.kg~!; High chloride concentration
with Eq set at +0 mV). In all experiments, the internal solution of
the recording pipette was supplemented with 10 pM AlexaFluor
594 (Invitrogen) to identify after whole-cell dialysis the recorded
cell and ensure it presented the typical morphology of medullo-
spinal CSF-cNs as previously described (Orts-Del'immagine et al.,
2012; Orts-Del'lmmagine et al., 2014). The tip resistance of the
electrodes was 4—6 MQ when filled with the intracellular solution
and series resistances, in whole-cell configuration, ranged between
10 and 20 MQ. The series resistance (rs) was monitored with
a —20 mV calibration pulse regularly applied throughout each
experiment and recording was stopped when rs exceeded by more
than 25% the original value. Typically, signals were filtered at
2.4 kHz and digitized between 10 and 20 kHz, and then acquired on
a PC using the Clampex 9.2 software (Molecular Device Inc.).

2.3.3. Slice perfusion and drug application

Slices were continuously superfused at a rate of 2.5 ml.min~
with oxygenated standard aCSF (see composition above) main-
tained at room temperature (~20 °C) and containing, unless
otherwise stated (see Figs. 5 and 6), 10 uM gabazine, 1 uM strych-
nine and 1 mM kynurenic acid to block ionotropic GABAergic,
glycinergic and glutamatergic receptors, respectively and avoid
synaptic transmission during recordings. To allow for rapid and
focal application as well as rapid wash, all test solutions were
pressure-applied using a patch pipette (~1 pm tip diameter) con-
nected to a pressure application system (Toohey Company) and
positioned at ~50 um from the recorded cells. We confirmed the
absence of any application artifacts or mechanical responses using
pressure application of standard aCSF.

To assess the effect of variations in extracellular pH (alkalin-
ization or acidification) on single-channel activity and/or action
potentials (APs) discharge, we pressure applied test solutions at
defined pH values. Alkaline solution at pH 9 (TAPS) had the
following composition (mM): NaCl 145, KCl 3, CaCl, 2, MgCl, 2,
glucose 15, Hepes 10, N-tris(hydroxymethyl)-methyl-3-
aminopropanesulfonic acid (TAPS) 10 (pH 9 adjusted with NaOH
1 M; ~310 mosmole.kg™"). The citric acid-based acidic solution was
prepared by adding to a modified aCSF (NaCl reduced to 130 mM)
the citric acid (10 mM)/sodium citrate (15 mM) couple (final con-
centration 25 mM) in proportions enabling a final pH of 5.0 (~310
mosmole.kg™1).

The presence of functional ionotropic glutamatergic receptors
(Fig. 5A—C) was determined by pressure application of glutamate
(Glut.), N-methyl-p-aspartic acid (NMDA), kainate (Kai.) and a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA).
Expression of functional nicotinic acetylcholine receptors (nACh-
R) was tested by pressure application of acetylcholine (ACh) in the
presence of 1 uM atropine to avoid potential activation of
muscarinic receptors (Fig. 5D and E). The presence of gluta-
matergic and/or cholinergic synaptic transmission onto CSF-cNs
was further assessed by using a hyperosmotic shock to force ve-
sicular release and record triggered synaptic events. The solution
was prepared by adding 500 mM sucrose to the standard aCSF
solution (final osmolality of ~800 mosmole.kg~!) and pressure-
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applied for 10 s.

All chemicals and drugs were purchased from Sigma—Aldrich
except for: Gabazine (SR95531), AMPA, pL-2-amino-5-phospho-
nopentanoic acid sodium salt (AP-V), 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-
dione disodium salt (DNQX), NMDA, kainate and p-tubocurarine
(D-TC) that were purchased from Abcam Biochemicals. The
osmolality of all solutions was measured using a calibrated
micro-osmometer (Roebling MessTechnick) and their pH tested.

2.4. Modeling

To question the potential location of PKD2L1 channels in CSF-
cNs as well as their role and implication in their excitability, we
constructed a model neuron (see Table 2 and Fig. 7A) based on the
previously described morphology for medullo-spinal CSF-cNs
(Orts-Del'lmmagine et al., 2014). Here our main goal was to
determine whether and under which conditions one single
PKD2L1 channel opening is capable of triggering APs. The model
consisted of a passive spherical soma (diameter: 10 um), an axon
(length x diameter (pm): 200x 1) and a unique dendrite
(length x diameter (um): 30 x 1) ending with a bud (diameter:
3 um). We also added a primary cilium (length x diameter (pum):
3.5 x 0.5) since such a structure was reported on the soma of CSF-
cNs (Orts-Del'lmmagine et al., 2014). This primary cilium was
connected to the soma by a junction compartment
(0.25 um x 0.25 pm) creating a junctional resistance between
soma and cilium (Ry; Fig. 7A and see below). The Simulations were
made using the compartmental NEURON simulation software
(Hines and Carnevale, 1997) and the passive properties of the
model neuron were set to conform to the electrophysiological
properties determined in CSF-cNs (see Tables 3 and 4). Thus, the
leak conductance was set to 5.10~> S.cm~2 in all compartments

Table 2

Equations and parameters used to construct the model CSF-cNs. The table in-
dicates the parameters used to define the morphological and biophysical passive
properties of the model CSF-cNs and are based on earlier publications (Orts-
Del'lmmagine et al, 2012; Orts-Del'lmmagine et al, 2014) and the functional
properties recorded in the present study. The table also indicates the equations and
the variables used to define the currents setting the active properties of the model
neuron based on a Hodgkin—Huxley model. The data, equations and variables were
used in the compartmental NEURON simulation software (Hines and Carnevale,
1997). @: diameter; ¢: length. Distance are given in micrometers.

Morphology in pm (see Fig. 7A):

A soma (@: 8) connected to a primary dendrite (@ x 2: 1 x 30), a bud (@: 3), an
axon (@ x 2: 1 x 200) and a primary cilium (@ x ¢: 3.5 x 0.5) attached to the
soma with a junction compartment (@ x £: 0.25 x 0.25).

Passive properties:

Zleak = 5.107° S/cm?; Cm = 1 pF/cm?; Axial resistance or resistivity (p) = 123
Ohm.cm (unless otherwise specified)

Currents general equations for the model neuron with active properties

Current

Current equation I(V,t) = gpar.m(V,t)* h°(V,t).(V—Eey)

m,, m, (V) = 1/(1 + exp[(—(V—Vac)/Kac))]
he, he (V) = 1/(1 + exp[(—(V—Vinac)/Kinac))]
dmydt dm(V,t)/dt = [ma, (V) — m(V,0)]/zm(V)

dh/dt dh/dt(V,t)/dt = [h, (V) — h(V,t)]/Tn(V)
dt dt=5us
Variables for Iy, (Mediated by sodium voltage-dependent channels)

a=3 b=1 Mg, Kac (MV): Ve = —20, Kae = 8
Tm(mS) Tm(V) = 0.163-+(0.08/(1+((V-+38)/27)?)

hoov Kinac (mv) Vinac = —49.6, Kinac = =5

Th (mSs): Th(V) = 0.15 + (1.15%(exp(—0.5*((V + 29.6)/

12.9)%)))
Egev (MV) = +60 bar (S/cm?) = 0.25
Variables for Ixpr (Mediated by potassium delayed rectifier channels)
a=4 b=0 Mg, Kac (MV): Ve = =10, Kae =9
Tm (MS): Tm(V) = (20*exp(—(0.000729)*((V + 32)%))) + 4
Erev (MV): —90 Zpar (S/cm?): 0.1

and the capacitance to 1 pF/cm? to give a measured membrane
resistance (rp) of 2 GQ and membrane capacitance (c;;) of 6 pF,
respectively. The axial resistance (p: resistivity) was set at
123 Q.cm in all compartments unless otherwise specified (see
Fig. 7B, and C3). The junctional resistance (R;) between the soma
and the cilium was calculated as R; = p.2/A, where p is the internal
resistivity (Q.cm), ¢ the length of the junction compartment
(0.25 pum) and A its cross-sectional area (for a diameter of
0.25 pm). To date little is known about the voltage-dependent
conductances responsible for setting the firing properties in
mice CSF-cNs and such a characterization would require a dedi-
cated study (but see Marichal et al., 2009). Therefore, to define
the active properties of the model neuron we integrated, as a first
approach, In; (current-mediated by sodium voltage-dependent
channels) and Igxpr (current-mediated by potassium delayed
rectifier channels) with activation—inactivation properties
following the Hodgkin-Huxley model (see Table 2). We set the
density and localization of these active conductances to obtain
values for RMP, spiking threshold and overshooting potentials in
agreement with the experimental data (see Tables 3 and 4).
PKD2L1 channels were modeled as a simple squared linear
conductance (E;ey = 0; in agreement with a non-selective cation
current) with an amplitude corresponding to experimental data
and variable duration. Real current traces were converted into
conductances (g = Ichannel/(Vholding-Erev)) and injected as a point
process into the model. Data were generated in current-clamp
mode or in simulated single electrode voltage-clamp (series
resistance, rs = 5 MQ) using the SEClamp point process of
NEURON (Hines and Carnevale, 1997).

2.5. Analysis and statistics

Passive properties were determined, in voltage-clamp mode
at —80 mV, from the cell current response to a —20 mV hyper-
polarization step (Vsep). Membrane resistance (r,;) was estimated
from the amplitude of the sustained current at the end of the
100 ms voltage step (r;m = Vseep/lm). Membrane capacitance was
estimated as the ratio between the cell decay time constant (7),
obtained from the exponential fit of the current decay, divided by
rs (cm~T/rs). Resting membrane potential (RMP) was determined in
current-clamp mode at [ = O just after the whole-cell configura-
tion was achieved as well as by averaging in current-clamp re-
cordings a 1 s period without AP and current injection
(Iinjeca'on =0 pA)-

The analysis of the AP basic properties was carried out using
the ‘Template search’ routine of the Clampfit 10 suite and the
detected APs were superimposed and individually analyzed to
determine their principal parameters (threshold, overshoot,
10—90% rise time and level of hyperpolarization). The analysis of
AP frequency and of its modulation upon application of test so-
lutions were carried out over 10—30 s periods selected from whole
recordings using the ‘threshold detection’ routine from Clampfit
10 (threshold set at 0 mV).

Single-channel activity was analyzed with the ‘single-channel
detection’ routine from Clampfit 10 in periods of 10—30 s selected
from whole recordings to determine unitary current amplitude
and opening durations. The effect of test solutions (TAPS, citric
acid) on the unitary current properties and activity was assessed.
Typically, the channel opening probability (N.Po with N the
number of channels and Pg the channel open probability) was
calculated as the sum of open times divided by the time of
analysis in each condition. The minimal event duration for unitary
current detection was typically set at 1 ms (cut-off duration). In
some instance, we also analyzed the frequency of occurrence for
events longer than 5, 10 and 20 ms and in that case the cut-off
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duration was set accordingly (excluding events with shorter
duration). Typically this frequency corresponded to the number of
detected events divided by the duration of the analyzed
recordings.

The amplitude of the current responses generated following
applications of ionotropic receptors agonists (glutamate, kainate,
AMPA and ACh) or citric acid solutions were measured as the
average of the net current amplitude (with the baseline current
subtracted) over a 5 ms period at the current peak.

Current and potential responses were analyzed using the
Clampfit 10 suite (Molecular Devices Inc.) and Excel 2007
(Microsoft).

For the determination of the statistical analysis, no assumption
for the distribution of raw data was made. Significance of the dif-
ference between means of two samples was computed using two-
way unpaired or paired non parametric tests (Mann—Whitney and
Wilcoxon matched-pairs signed rank tests, respectively). For
comparison between three groups or more, we used a one-way
ANOVA test for unmatched and matched samples (Krus-
kal—Wallis and Friedman tests, respectively) and a post hoc Dunn's
test if the null hypothesis was rejected. Correlation between two
groups was determined with a contingency Fisher's exact statis-
tical tests. The differences were considered significant when
p < 0.05. Statistical analysis was carried out using Prism 5.0.4
(Graphpad Software).

3. Results

3.1. Deletion of PKD2L1 channel does not alter passive properties of
CSF-cNs

To identify CSF-cNs in the brainstem of PKD2L1%/* and
PKD2L1~/~ animals, we carried out double labeling immunofluo-
rescence experiments on brainstem sections using primary anti-
bodies against MAP2 (neuronal marker) and PKD2L1. As illustrated
in Fig. 1A, immunolabeling against MAP2 revealed the presence of
neurons projecting to the cc in sections obtained from both
PKD2L1*/* (Fig. 1A, Left) and PKD2L1~/~ (Fig. 1A, Right) mice. Both
in wild type and mutant animals, these cells exhibited the char-
acteristic morphology previously described for CSF-cNs (Orts-
Del'lmmagine et al., 2012; Orts-Del'lmmagine et al., 2014). As ex-
pected from the mutation of the pkd2I1 gene, positive immunore-
activity against PKD2L1 was only observed on sections prepared
from wild type animals (PKD2L1*/* in Fig. 1A Left). Further, unitary
current activity was only recorded in PKD2L1"/* CSF-cNs (Fig. 1By).
PKD2L1 channel activity represented a functional hallmark for
these neurons since it was recorded in all wild type CSF-cNs tested
(n = 50) but never in PKD2L1 /= animals (n = 30) (in Fig. 1B
compare panels 1 and 2). In CSF-cNs from wild type animals, the
recorded unitary current had an average amplitude
of —13.9 + 0.3 pA at a holding potential of —80 mV (potassium-
based intracellular solution) and an average N.Pp of 0.004 + 0.001
(n = 21 cells). All the recordings presented here were carried out in
the whole-cell configuration and in brain slices, which are not
optimal experimental conditions to conduct accurate single chan-
nel analysis. Nevertheless, as a first approach, we determined the
occurrence of event openings with duration longer than 5 ms and
found a frequency of 0.14 + 0.03 Hz (n = 13). This frequency pro-
gressively decreased when considering longer opening duration:
0.09 + 0.02 Hz (n = 9) and 0.04 + 0.01 Hz (n = 9) for cut-off du-
rations of 10 and 20 ms, respectively (Kruskal—Wallis statistical
test: p = 0.01).

We next compared the passive electrophysiological properties
of identified CSF-cNs in brainstem slices obtained from either
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Fig. 1. Identification and properties of CSF-cNs in PKD2L1 wild type and mutant ani-
mals. A. Micrographs (confocal maximal intensity Z-projection) from wild type
(PKD2L1*/*, Left) and mutant (PKD2L1~/~, Right) brainstem coronal sections showing
the superimposed immunolabeling of CSF-cNs with antibodies against MAP2 (red) and
PKD2L1 (green). Experiments illustrate that although CSF-cNs can be visualized in both
animal models through MAP2 immunoreactivity (Arrows) only wild type animals
presented immunoreactivity against PKD2L1. B Representative voltage-clamp re-
cordings (V, = —80 mV) showing current traces in identified CSF-cNs in acute brain-
stem slices from PKD2L1+/+ (B;) and PKD2L1~/~ (B,) animals. In B; and By, Bottom
Left: current traces at a slower timescale showing that unitary currents are only
observed in PKD2L1"/* animals; Bottom Right: micrographs illustrating the recorded
cells dialyzed in whole-cell configuration with Alexa 594 (10 uM) to ensure that re-
cordings were made from CSF-cNs (white lines delineate the recording electrode). (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to
the web version of this article.)

PKD2L1*/* or PKD2L1~/~ animals and show that deletion of
PKD2L1 channels had no effect on these parameters. Resting
membrane potential (RMP), input resistance (rp,) and membrane
capacitance (cp;) were similar in both animal types (see Table 3).

Taken together these results indicate that CSF-cNs with the
typical morphology are present in PKD2L1 ~I~ mice and, except for
the absence of the PKD2L1 channel, they presented unaltered
electrophysiological passive properties. Our results further confirm
that the unitary current recorded in medullar CSF-cNs from wild
type mice and previously reported in PKD2L1:EGFP mice (Orts-
Del'lmmagine et al., 2012) is effectively carried by PKD2L1 chan-
nels. The spontaneous PKD2L1 activity is low and mainly charac-
terized by events with short opening duration (around 5 ms) but
present also openings lasting over several tens of milliseconds.
Such current was never observed in animals lacking PKD2L1
channels (PKD2L1~/~ animals).
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Fig. 2. PKD2L1 deletion affects AP discharge frequency in CSF-cNs. A. Voltage traces recorded in current-clamp mode at RMP (indicated below the traces) in 4 representative CSF-
cNs (2 in wild type animals, +/+; 2 in mutant animals, —/—) in response to a +20 pA current injection pulse for 150 ms. In both animals models, CSF-cNs exhibited either tonic (Top)
or phasic (Bottom) discharge pattern upon current injection. By. Summary bar graphs in percent of wild type (+/+) and mutant (—/—) CSF-cNs presenting either tonic (Left; 48%,
n = 24/50 cells in +/+ vs. 27%, n = 7/26 cells in —/—) or phasic (Right; 52%, n = 26/50 cells in +/+ vs. 73%, n = 19/26 cells in —/—) discharge pattern upon current injection. There was
no statistically significant difference between wild type and mutant animals. B,. Summary bar graphs of the AP discharge frequency observed in tonic CSF-cNs from wild type (+/+)
and mutant (—/—) CSF-cNs following a +20 pA current injection (n = 24 in +/+ and n = 7 in —/—). C. Representative voltage traces recorded at RMP (as indicated below the traces) in
a CSF-cN from a PKD2L1*/* (C;) and a PKD2L1~/~ (C,) animal illustrating the spontaneous discharge activity. Dashed lines: 0 mV level. D. Summary bar graphs of the percentage of
CSF-cNs presenting at RMP either spontaneous AP discharge (Spont.) or no AP discharge (No Spont.) when recorded in wild type (+/+) and mutant (—/—) animals. Note that a larger
proportion of CSF-cNs (28 cells out of 38) were spontaneously firing in PKD2L1"/* than in PKD2L1~/~ animals (14 cells out of 30). E. Summary bar graphs of the mean + S.E.M AP
frequency in CSF-cNs presenting spontaneous discharge when recorded at RMP in wild type (+/+) and mutant (—/—) animals. Note that the average AP frequency was higher in
PKD2L1*/* CSF-cNs than in PKD2L1/~. *: p < 0.05; ***: p < 0.001 and ****: p < 0.0001.

contingency test, p = 0.09). Nevertheless, the analysis of the AP
frequency observed upon +20 pA current injection indicated that
tonic CSF-cNs from wild type animals presented a higher frequency

3.2. PKD2L1 channel activity participates to the setting of CSF-cN
excitability

To further characterize the effect of PKD2L1 channel deletion on
CSF-cN activity, we compared the basic AP properties, their
discharge pattern and their spontaneous frequency (i.e. the active
properties) in CSF-cNs recorded from either PKD2L1"/* or PKD2L1~/

Table 3
Deletion of PKD2L1 does not modify CSF-cNs passive properties. Summary table
for the passive properties of CSF-cNs recorded from PKD2L1 wild type (+/+) or

~ animals. Action potentials could be observed in both PKD2L1*/*
and PKD2L1~/~ CSF-cNs (Fig. 2A and C) and there was no differences
in their basic properties i.e. the membrane potential threshold to
trigger APs was similar and APs presented similar 10—90% rise time,
overshoot and hyperpolarization (see Table 4). Further, as previously
reported for wild type CSF-cNs (Orts-Del'lmmagine et al., 2012 and
see Fig. 2A Left panels), injection of positive current in PKD2L1/~
CSF-cNs also revealed the presence of neurons with tonic (a train of
APs; Fig. 2A, Top Right) and phasic (few APs at the start of the step;
Fig. 2A, Bottom Right) AP discharge pattern. There was no significant
differences in the proportion of tonic vs. phasic CSF-cNs between
PKD2L1*/* and PKD2L1~/~ animals (Fig. 2A and By; Fisher's exact

mutant (—/—) littermates and showing the resting membrane potential (RMP), the
membrane or input resistance (r,,) and the membrane capacitance (c,,). All data are
presented as mean + S.E.M and the n number for each group are given. The statistical
significance of the difference in each group was tested using a Mann—Whitney
statistical test: ns: not significant.

RMP (mV) I (GQ) Cm (PF)
PKD2L1 +/+ —/- +/+ -/- ++ ~/-
Mean -54.4 -54.8 1.56 1.53 4.7 4.9
SEM 04 0.6 0.04 0.08 0.2 0.3
n 50 26 50 26 50 26
Statistical significance 0.526 0.350 0.941

ns ns ns

160



A. Orts-Del'lmmagine et al. / Neuropharmacology 101 (2016) 549—565 555

Table 4

PKD2L1 deletion does not alter the action potential properties in CSF-cNs.
Summary table for the basic properties of action potentials (APs) recorded from
PKD2L1 wild type (+/+) or mutant (—/—) CSF-cNs. In each group the membrane
potential value to reach AP threshold (Threshold), the 10—90% rise time of the APs
(Rise Time), the amplitude of the overshoot (Overshoot) and the net amplitude of
the hyperpolarization following the repolarization phase (Hyperpol.) are indicated.
All data are presented as mean + S.E.M and the n number for each group are given.
The statistical significance of the difference in each group was tested using a
Mann—Whitney statistical test: ns: not significant.

Threshold Rise time Overshoot Hyperpol.

(mV) (ms) (mV) (mV)
PKD2L1 ++ - 4+ -+ -+ -
Mean -412 -409 047 034 15 13 -11 -10
SEM 0.2 0.2 0.04 0.04 2 2 1 1
n 16 7 16 7 16 7 16 7
Statistical significance 0.873 0.072 0.935 0.354

ns ns ns ns

for the ‘induced’ discharge than those recorded from PKD2L1 /-
mice (Fig. 2B,; ‘induced’ AP frequency: 11.7 + 0.6 Hz in +/+, n = 24
and 83 + 0.5 Hz in —/—, n = 7; Mann Whitney statistical test:
p = 0.0001).

When comparing the ability for CSF-cNs to exhibit spontaneous
AP discharge activity at RMP (Fig. 2C), we found that in PKD2L1"/*
animals 74% of CSF-cNs presented a spontaneously spiking activity
(+/+ Spont: 28 cells out of 38; Fig. 2D, Left) and 26% were silent

A, PKD2L1 +/+
Voltage-clamp

+ Citric Ac., pH 5
 —|

in PcTx1, 100 nM
 —|

neurons (+/+ No Spont: 10 out of 38 CSF-cNs; Fig. 2D, Right). In
contrast, in PKD2L1~/~ animals an equivalent number of CSF-cNs
exhibited either spontaneous AP discharge or were silent at RMP
(Fig. 2D; —/- Spont: 47%, 14 cells out of 30 vs. —/- No Spont: 53%,
16 cells out of 30; Fisher's exact contingency test between
PKD2L1%/* and PKD2L1~/~: p = 0.027). Finally, in spontaneously
active CSF-cNs recorded from animals expressing PKD2L1 (Fig. 2C),
the average spontaneous AP frequency was ~3 times higher than in
mutant animals (Fig. 2E; AP frequency: 0.42 + 0.07, n = 28 in +/+
vs. 016 + 0.02, n = 14 in —/—; Mann Whitney statistical test:
p = 0.0003).

The results presented above indicate that PKD2L1 deletion does
not alter CSF-cN ability to generate APs neither does it modify the
AP basic properties. Nevertheless, in PKD2L1+/* animals a larger
proportion of CSF-cNs exhibited at RMP spontaneous AP discharge
activity accompanied by both a higher ‘induced’ and spontaneous
frequency than in PKD2L1 =/~ animals. Therefore, one would sug-
gest that PKD2L1 channels, mediating an inward non-selective
cationic current, are participating in setting the level of excit-
ability in medullo-spinal CSF-cNs.

3.3. Detection of strong extracellular acidification is unaltered in
the absence of PKD2L1

It was suggested that PKD2L1 channels might be activated by
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Fig. 3. Extracellular acidification transiently depolarizes CSF-cNs through ASIC activation. Typical voltage- (A; and B;) and current-clamp (A and B;) recordings in one wild type
(PKD2L1*/*) and one mutant (PKD2L1~/~) CSF-cN upon a 10 s exposure to a citric acid solution at pH 5. In each panel (from A; to By) the same neuron was recorded in control (Left)
and in the presence of 100 nM Psalmotoxin (PcTx1, Right), a selective blocker for ASIC1a containing channels. For the recordings in current-clamp mode (A2 and B), RMP values are
indicated under the traces and the inset illustrates at a slower timescale the early voltage response to acidic exposure (scale bars: 50 ms and 10 mV). Note that citric acid exposure
induces a fast depolarization generating a burst of APs followed by a sustained depolarization without AP. In the presence of PcTx1, the amplitude of the depolarization is reduced
and no AP is generated (Right panels in A; and B). C—D. Summary bar graphs of the mean + S.E.M net current (C) and net voltage variation (D) induced by application of citric acid
at pH 5 in the absence (CTR) or presence of PcTx1 and recorded in PKD2L1*/* and PKD2L1~/~ animals. **: p < 0.01; ***: p < 0.001.
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extracellular acidification and thereby induce an increase in CSF-cN
firing frequency (Huang et al., 2006). However, we found opposite
results and demonstrated that acidification inhibited PKD2L1-like
channels in medullo-spinal CSF-cNs but activated an acid sensi-
tive ionic conductance (ASIC) (Orts-Del' Immagine et al., 2012). Here
we aimed at comparing in CSF-cNs from wild type and mutant
littermates the response to strong extracellular acidification.

In wild type CSF-cNs, application of the citric acid solution at pH
5 reversibly inhibited by 84 + 6% the unitary PKD2L1 current ac-
tivity recorded in voltage-clamp mode at —80 mV (data not shown;
N.Po: Control, 0.0030 + 0.0012; Citric acid, 0.0002 + 0.0001; Wash,
0.0017 + 0.0004; Friedman statistic test: p = 0.0001; Control vs.
Citric Ac., p < 0.001; Wash vs. Citric Ac. p < 0.05; Wash vs. CTR, ns,
n = 10; and see Orts-Del'Immagine et al., 2012). This citric acid
application also elicited a fast transitory inward current with an
average peak amplitude of —349 + 69 pA (Fig. 3A;, Left panel and
3C, CTR in PKD2L1"/*, n = 19). In the presence of 100 nM psal-
motoxin 1 (PcTx1), a selective blocker of ASIC1la homomers and
ASIC1a/2b heteromers (Diochot et al.,, 2007), the acid-mediated

A,
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current was inhibited by 82% down to —62 + 13 pA (Fig. 3Ay,
Right panel and 3C, PcTx1 n = 4; Mann Whitney statistical test:
p = 0.0009 for CTR vs. PcTx1). The fast and transient current
response observed in PKD2L1+/* CSF-cNs upon extracellular acid-
ification was still present in PKD2L1~/~ animals (Fig. 3Bq; Left
panel), had a similar average peak amplitude of —434 + 79 pA
(Fig. 3C, CTR in PKD2L1~/~ n = 13; Mann Whitney statistical test:
p = 0.375 for PKD2L1~/~ vs. PKD2L1"/*) and was inhibited to a
similar extent by PcTx1 (Fig. 3By, Right panel and 3C; current in
PcTx1: -60 + 7 pA, inhibition by 86% n = 5; Mann Whitney statis-
tical test: p = 0.0002 for CTR vs. PcTx1 in PKD2L1~/~ and p = 0.960
for the PcTx1 inhibition in PKD2L1*/* vs. in PKD2L1~/7). Further, in
CSF-cNs recorded in current-clamp mode at RMP, application of the
pH 5 citric acid solution induced a depolarization in PKD2L1*/* and
in PKD2L1~/~ animals (Fig. 3A, and By, Left panels). This depolari-
zation had a fast onset, triggered a burst of APs (see inset in Fig. 3A;
and B;) and was followed by a sustained slowly recovering depo-
larization with a similar net peak amplitude (Fig. 3D,
CTR: +33 + 3 mV in PKD2L1*/* n = 17 vs. CTR: +32 + 3 mV in

PKD2L1 +/+ A, PKD2L1 +/+
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Fig. 4. Extracellular alkalinization activates PKD2L1 channels and increases CSF-cN firing. Voltage- (A;) and current-clamp (Az) recordings before, during and after a 30 s exposure
to an alkaline solution at pH 9 (+TAPS, gray horizontal bar) in one representative wild type CSF-cN (PKD2L1*/*). A; Bottom. Selected regions from the current trace at the Top
showing at a slower timescale the increased unitary current activity during extracellular alkalinization (+TAPS). B. Voltage- (B;) and current-clamp (B,) recordings in the same
condition as in A in one representative PKD2L1~/~ CSF-cN. In By, note the absence of any current activity in control or variation in the presence of the alkaline solution (+TAPS,
horizontal gray bar) as can be better seen on the traces at a slower timescale (B; Bottom). Exposure to the alkaline solution did not modify the AP frequency either (+TAPS in B). C.
Summary bar graphs of the mean + S.E.M channel N.Py in control (CTR), during alkalinization (TAPS) and after (Wash) in CSF-cNs (n = 11) recorded from PKD2L1*/* animals. No
data are given for PKD2L1~/~ animals since no current response was observed. D. Summary bar graphs of the mean + S.EIM AP frequency in CSF-cNs recorded from PKD2L1+/+
(n = 12) and PKD2L1/~animals (n = 3 out of 6 recorded CSF-cNs; light gray bars) in control (CTR), during alkalinization (TAPS) and after (Wash). Note that while no variation in the
AP frequency was observed in CSF-cNs recorded from PKD2L1~/~ animals, extracellular alkalinization induced a large and reversible AP frequency increase in PKD2L1*/* animals.
Dashed lines in Az and By: 0 mV level. *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001 and ****: p < 0.0001.
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PKD2L1~/~ n = 15; Mann Whitney statistical test: p = 0.572). In
agreement with the effect observed for the acid-mediated current,
application of 100 nM PcTx1 reduced the amplitude of the acid-
mediated depolarization and blocked the generation of APs in
PKD2L1%/* and PKD2L1~/~ CSF-cNs (Right panels in Fig. 3A; and
B»). Thus in PcTx1, the net depolarization was only +14 + 3 mV
(Inhibition: 58%, n = 4) in PKD2L1*/* CSF-cNs (Fig. 3D; Mann
Whitney statistical test: in PKD2L1"/*, CTR vs. PcTx1, p = 0.009)
and +10 + 1 mV (Inhibition: 68%, n = 4) in PKD2L1~/~ CSF-cNs
(Fig. 3D; Mann Whitney statistical test: in PKD2L1~/~, CIR vs.
PcTx1, p = 0.0005 and acid-mediated depolarization in PcTx1 for

maintained in CSF-cNs from mutant animals and involves ASIC but
not PKD2L1 channels. These results also indicate that detection of
extracellular acidification by ASICs is subsequently converted in a
depolarization of the membrane potential with an initial burst of
APs to transiently increase CSF-cN excitability.

3.4. CSF-cNs detect and code for extracellular alkalinization
through PKD2L1 activation

As extracellular alkalinization was shown to activate PKD2L1
channels (Shimizu et al., 2009; Orts-Del'ITmmagine et al., 2012), one

PKD2L1*/* vs. in PKD2L1~/~, p = 0.457).

- o o would therefore expect that selective activation of PKD2L1
In summary, detection of strong extracellular acidification is

following increase in the extracellular pH would consequently
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Fig. 5. CSF-cNs express functional AMPA/kainate and nicotinic cholinergic receptors. A;. Representative current traces recorded in CSF-cNs from wild type animals at a holding
potential of —80 mV (V) and showing the response to 1 s pressure application of glutamate (Glut.), NMDA, kainate (Kai.) or AMPA at a concentration of 100 uM. Note that the
response to NMDA application was tested at —80 mV and at —40 mV, to relieve the NMDA receptors voltage-dependent magnesium block. However at both membrane potentials no
response was observed. Dashed line: 0 pA level. A,. Representative current responses to glutamate in the absence (Glut., black traces), in the presence of 50 uM AP-V (selective
antagonist against NMDA receptors) alone (+AP-V, gray trace; Left) and in the presence of 20 uM DNQX (selective antagonist against AMPA/kainate receptors) with AP-V (+DNQX,
gray trace; Right). Note that the glutamate-mediated current was strongly reduced only in the presence of DNQX. B. Summary bar graphs of the average current responses recorded
in CSF-cNs after application of glutamate alone (Glut., 100 uM for 1 s; n = 33) and in the presence of AP-V alone (+AP-V; n = 5) or with DNQX (AP-V + DNQX; n = 6). Right part of
the bar graphs, average current responses recorded in CSF-cNs after application (100 uM for 1 s) of either kainate (Kai.; n = 3) or AMPA (n = 7). C. Plot against the holding potential
of the mean peak amplitude for the glutamate- (I gjy¢, from —80 to +60 mV; n = 12), kainate- (I a;, from —80 to +20 mV; n = 3) and AMPA- (I ampa, from —80 to —20 mV; n = 4)
mediated currents. The reversal potentials indicated for the glutamate- (Erev(Glut.); R? = 0.96), kainate- (Erev(kai); R? = 0.98), and AMPA-mediated currents (Erev(ampa); R? = 0.96) were
obtained from the linear regression of mean current—potential relationship for each tested agonist. Note that the pharmacology (agonist and antagonist), the linear I-V relationship
and the value of the reversal potentials are all in agreement with a current mediated by the activation of AMPA/kainate receptors. D. Representative current traces recorded
at —80 mV (Vy) in one CSF-cN in response to acetylcholine application (ACh, 1 mM for 1 s) in the absence (Left) or in the presence of 100 pM p-tubocurarine (+D-TC, Right), a
selective antagonist for cholinergic ionotropic (nicotinic type) receptors. E. Summary bar graphs of the mean + S.E.M current response to ACh alone (CTR, n = 11) or in the presence
of 100 uM p-tubocurarine (D-TC, n = 4). **: p < 0.01; and ****: p < 0.0001.
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increase AP frequency in CSF-cNs. We carried out a set of experi-
ments to test this hypothesis.

Fig. 4Ap illustrates the recording at a holding potential
of —80 mV of one representative PKD2L1*/* CSF-cNs and shows
that upon application of a solution buffered to pH 9 with TAPS
(+TAPS, 30 s) PKD2L1 unitary channel activity (i.e. N.Pg) was
strongly but reversibly increased (Fig. 4A;, Bottom panels at a
slower time resolution for a better visualization of the effect — NPg
for the illustrated recording: 0.010 in control; 0.032 during alka-
linization and 0.008 following wash). Recording of the same neuron
in current-clamp mode at RMP (Fig. 4A,) indicated that alkalin-
ization induced a strong increase in the AP frequency that was
reversible after removal of the TAPS solution (AP frequency for the

A

V,,, -80 mV
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illustrated recording: 0.3 Hz in control; 2.1 Hz during alkalinization
and 0.5 Hz after washout). Thus, on average in PKD2L1*/* CSF-cNs,
the channel NPp was 0.004 + 0.001 in control, increased to
0.018 + 0.006 during extracellular alkalinization (corresponding to
a ~4.5 times increase; Fig. 4C) and returned to 0.004 + 0.001, a value
similar to that measured in control, following washout of the TAPS
solution (Fig. 4C, Friedman statistical test: p = 0.0012, for CIR vs
TAPS: p < 0.05; for TAPS vs. Wash: p < 0.05, for Wash vs. CTR: ns;
n = 11). In parallel, the analysis of the average AP frequency indi-
cated that upon extracellular alkalinization the AP frequency in
PKD2L1"/* CSF-cNs was increased by more than 3 times (Fig. 4D,
CTR: 0.38 + 0.07 Hz vs. TAPS: 0.96 + 0.21 Hz). This effect of the
alkalinization was reversible since upon TAPS washout the
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before (1), during (2) and after (3) application of the sucrose hypertonic solution. Note that in the presence of gabazine and strychnine only unitary current activity is observed D.
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current baseline suggesting that neither AMPA/kainate nor nicotinic receptors are tonically activated in CSF-cNs.
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frequency was reduced back to a value of 0.43 + 0.09 Hz similar to
that observed in control (Fig. 4D, Friedman statistical test:
p = 0.007, for CTR vs TAPS: p < 0.05; for TAPS vs. Wash: p < 0.05, for
Wash vs. CTR: ns; n = 16).

In contrast, as illustrated for a representative CSF-cNs, in all
PKD2L1/~ CSF-cNs tested, extracellular alkalinization never
induced either a current response (Fig. 4B1) or a variation in the AP
frequency (Fig. 4B, and D). Note that in Fig. 4C no data are given for
PKD2L1~/~ animals since no current either in control or during
extracellular alkalinization could be recorded. Further in PKD2L1~/
~ animals the CSF-cNs AP frequency was significantly lower than in
the CSF-cNs from wild type littermates (see Section 3.2 and
Fig. 2C—E) and remained unchanged in the presence of the alkaline
solution (Fig. 4B, and D; Friedman statistical test: p = 0.250 for
PKD2L1~/~ CTR vs. TAPS: ns; TAPS vs. Wash: ns and Wash vs. CTR:
ns, n = 3). Note that extracellular alkalinization did not trigger AP
discharge in PKD2L1~/~ CSF-cNs that were silent in control (data
not shown).

Taken together, these results confirm that in CSF-cNs PKD2L1
channels are activated by extracellular alkalinization and show that
it induced a reversible increase in their AP frequency. This modu-
lation of CSF-cN excitability by alkalinization is strictly dependent
on PKD2L1 channel since no variation in membrane current or
potential was observed in CSF-cNs recorded from PKD2L1~/~ mice.

3.5. CSF-cNs are devoid of any excitatory synaptic inputs

Medullar CSF-cNs present spontaneous GABAergic and glyci-
nergic synaptic activities (Orts-Del'Immagine et al., 2012) that are
classically involved in an inhibitory synaptic transmission. Here, we
show that activation of PKD2L1 channels has an excitatory action
on CSF-cNs. To determine if CSF-cNs are also under the control of
synaptic excitatory inputs, we carried out a set of experiments to
determine the presence of functional excitatory ionotropic re-
ceptors and their involvement in neurotransmission.

In wild type CSF-cNs, pressure application of glutamate (Glut.) at
a concentration of 100 uM for 1 s induced a slow inward current at a
holding potential of —80 mV (Fig. 5A;, Top Left panel and 5B and 5C)
with an average amplitude of —26 + 2 pA (n = 33). This response
was not mediated by NMDA receptors since application of NMDA
(100 puM, 1 s) in 5 out of 5 recorded CSF-cNs, failed to generate a
current response even when neurons were held at —40 mV, in or-
der to relieve the NMDA receptors voltage-dependent magnesium
block (Fig. 5A1, Top Right panel). In agreement with these results,
the glutamate-evoked response was not modified in the presence
of 50 uM AP-V, a selective antagonist for NMDA receptors (see
Fig. 5A;, Left and Fig. 5B, Glut. in AP-V: -22 + 2 pA, n = 5; Mann
Whitney statistical test: p = 0.323 for Glut. alone vs. Glut. with AP-
V). In contrast, application (100 uM, 1 s) of kainate (Kai.) or AMPA
induced currents with an average amplitude of —34 + 3 pA (n = 3)
and —33 + 6 pA (n = 7), respectively similar to that obtained with
glutamate (Fig. 5A;, Bottom Left and Right, 5B and 5C; Mann
Whitney statistical test: p = 0.104 and p = 0.322 for Glut. vs. Kai.
and for Glut. vs. AMPA, respectively). Further, the glutamate-evoked
current was inhibited by 70 + 4% when 20 uM DNQX was added to
AP-V (Fig. 5A,, Right and 5B, in AP-V + DNQX: -6.0 + 0.1 pA, n = 6;
Mann Whitney statistical test: p < 0.0001 for Glut. alone vs. Glut. in
AP-V + DNQX). Finally, we measured the peak amplitude of the
glutamate- (from —80 to +60 mV; n = 12), kainate- (from —80
to +20 mV; n = 3) and AMPA-evoked (from —80 to —20 mV; n = 4)
currents at different holding potentials and analyzed their cur-
rent—voltage relationship (Fig. 5C). This analysis indicated that the
average current—voltage relationships for all three agonists was
best fitted with a linear regression function and yielded reversal
potentials (Erey) of similar values and close to 0 mV (see inset in
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Fig. 5C for reversal potentials; Kruskal-Wallis statistical test:
p = 0.416) as expected for the non-selective cationic current
mediated by AMPA/kainate receptors activation. We then looked
for the presence of functional cholinergic receptors of the nicotinic
type. Pressure application of acetylcholine (ACh, 1 mM for 1 s), in
the presence of 1 uM atropine to block muscarinic cholinergic re-
ceptors, induced an inward current with an average amplitude
of —23 + 4 pA (CTR; Fig. 5D, Left and 5E; n = 11). This current was
blocked by 78% in the presence of 100 uM bp-tubocurarine (D-TC;
Fig. 5D, Right and 5E; n = 4; Mann Whitney statistical test:
p = 0.0029 for CTR vs. D-TC). These results are in agreement with
activation of cholinergic receptors of the nicotinic type (nACh).

We next determined if the identified functional AMPA/kainate
and nACh receptors were involved in a synaptic transmission onto
CSF-cNs. Fig. 6A illustrates a representative current trace recorded
in voltage-clamp mode at a holding potential of —80 mV (KCl-based
intracellular solution with a chloride reversal potential set
at +0 mV) where inward currents can be observed. The observed
downward current deflections exhibited characteristic features of
synaptic currents with a fast onset and an exponential decay (see
traces at a slower timescale, Fig. 6A at the Bottom). To isolate po-
tential AMPA/Kainate and/or nACh synaptic currents, we bath
applied 10 uM gabazine and 1 pM strychnine to block activation of
synaptic GABA4 and glycine receptors, respectively (Fig. 6B). In this
condition, the PKD2L1-mediated unitary current was the sole
spontaneous current activity that could be recorded suggesting that
CSF-cNs did not receive any excitatory synaptic entries (see Bottom
panel in Fig. 6B, traces at a slower timescale). To confirm the
absence of any excitatory synaptic transmission, we recorded CSF-
cNs at a holding potential of —80 mV and forced vesicular release
using the classical hyperosmotic shock (Fig. 6C; aCSF supplemented
with 500 mM sucrose; see Section 2.3.3). In the absence of any
excitatory or inhibitory ionotropic antagonist, a 10 s application of
the hyperosmotic solution triggered a burst of synaptic events
(Control in Fig. 6C, Right and see Bottom panel for traces at a slower
timescale). Similar results were observed in 6 out of the 6 tested
CSF-cNs. However, in the presence of 10 uM gabazine and 1 uM
strychnine, the same hyperosmotic shock failed to trigger any
synaptic event (Fig. 6C, Right and see Bottom panel for traces at a
slower timescale) and again the only spontaneous current activity
remaining was of the unitary type (n = 4 out of 4 recorded CSF-
cNs). Finally, in the presence of 10 uM gabazine and 1 uM strych-
nine to block inhibitory neurotransmission, we pressure applied for
1 min either DNQX at 20 uM (Fig. 6D, Left panel; n = 3) or D-TC at
100 pM (Fig. 6D, Left panel; n = 2) to reveal potential tonic acti-
vation of AMPA/kainate or nACh receptors. However, the absence of
any changes in the current baseline suggests that neither the
AMPA kainate nor the nACh receptors expressed on CSF-cNs would
be activated in a tonic manner by ambient glutamate and/or ACh.

In summary, the results presented here indicate that CSF-cNs do
express, along with GABAx and glycine receptors, functional
excitatory AMPA/kainate and nACh receptors. Nevertheless these
latter receptors are neither synaptically nor tonically activated in
CSF-cNs. These results therefore suggest that pH activated currents
from channels such as ASICs and PKD2L1 would represent impor-
tant sources of depolarization in CSF-cNs.

3.6. Role of PKD2L1 channel in CSF-cN excitability: a study with a
model neuron

Because individual PKD2L1 channels have such large conduc-
tances, the opening of just a few of them might sufficiently depo-
larize the CSF-cN membrane potential to trigger APs. Further,
PKD2L1-mediated current appear to be capable of modulating CSF-
cN excitability. However, our experimental data do not allow
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Fig. 7. Opening of a single PKD2L1 channel can trigger spikes in a realistic model of CSF-cNs. A. Drawing representing the model CSF-cN with its different compartments (S: soma;
C: cilium; D: dendrite; B: bud and A: axon; scale bar: 5 um). Violet symbols: one PKD2L1 channel carrying the unitary current (Ichannel). Green box: junction compartment or
resistance between cilium and soma. In the model neuron, the membrane potential variation was ‘recorded’ at the soma (AV recording or Vg;,). By. Simulated voltage changes
recorded at the soma of a passive model neuron in response to the opening of one PKD2L1 channel for increasing distance of the insertion site for PKD2L1 channel (red trace: Soma,
0 pm; gray trace: Bud, 25 um; black trace: at 2 mm and along the dendrite). B,. Simulated voltage changes recorded at the soma of a passive model neuron in response to the
opening of one PKD2L1 channel inserted in the cilium for increasing junctional resistances between soma and cilium (Rj; see color code) with one PKD2L1 channel inserted in the
cilium. C;. Plot of the voltage variation from the data in By vs. the distance to the soma (from 0 to 2000 um). The red line represents the best fit of the data with a mono-exponential
function and yielded an electrotonical length constant of 567 um. The insert shows the attenuation in percent of the voltage response in the first 30 um (dashed lines on the plot). C,.
Plot of the voltage variation from the data in B, vs. the junctional resistance (from 1 to 10> MQ; Log scale) with the best fit of the data in red. The insert illustrates the voltage
changes (Vs;,) induced in one active model neurons upon activation of one PKD2L1 channel inserted in the cilium. In C; and C,, the symbols and traces color code refers to the traces
highlighted in By and By, respectively. D. Plot of the minimal channel opening duration efficacious in triggering an AP in the soma as a function of the channel conductance with the
best fit of the data in red (mono-exponential function). The insert presents an enlargement of the region labeled with dashed lines in the plot for a conductance between 100 and
200 pS (g Channel). E. Trace illustrating the voltage response (Vs;m, red trace; Top) recorded at the soma of an active model neuron upon injection in the bud of a square conductance
of 150 pS gsim, gray trace; middle) for increasing duration (from 5 to 150 ms). The blue trace represents the corresponding unitary current Is;;,) generated in the model neuron with
the passive properties of a real CSF-cNs (see Section 2.4 and Tables 2 and 3). F. Summary bar graphs of the average frequency for unitary currents with opening duration longer than
20 ms before (CTR), during (TAPS) and after (Wash) exposure to the alkaline solution (CTR, n = 13; TAPS and Wash; n = 9). ****: p < 0.0001; **: p < 0.01. G. Plot of the AP frequency
against the frequency of unitary events with openings longer than 20 ms for 4 CSF-cNs. For each cell, data are given before (Control, black circle), during (TAPS, gray circle) and
following (Wash, open circle) TAPS application and the lines represent the best fit with a linear regression function (Control, black line, R? = 0.54; TAPS, gray line, R? = 0.64 and
Wash, dashed line, R? = 0.64). Note that TAPS application reversibly increases both the AP and the unitary events frequencies. (For interpretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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article.)

determining how the cellular localization (i.e. soma, dendrite, bud
or cilium) of PKD2L1 channels affects their ability to trigger APs.
They do neither provide evidence on the channel opening's mini-
mal conditions necessary to trigger APs in CSF-cNs. To address
these questions we therefore developed a simplified neuron model
based on the morphological and biophysical properties of CSF-cNs
(Fig. 7A, Table 2 and see Orts-Del'lmmagine et al., 2012; Orts-
Del'lmmagine et al., 2014).

We first evaluated the electrotonic properties of CSF-cNs by
inserting one PKD2L1 channel (modeled as a square conductance —
see Section 2.4, Tables 2—4 and Fig. 7) in different sub-cellular
compartments of a passive model neuron. Fig. 7B illustrates the
changes in the membrane potential recorded at the soma
depending on the channel localization (from O pm at the soma up to
2000 pm). When inserted on the soma (0 pm, red trace in Fig. 7By),
the opening for 100 ms of one PKD2L1 channel with a conductance
of 150 pS induced a +14.8 mV net variation in membrane potential,
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and the amplitude decreased with the distance to reach a value
of +0.4 mV (attenuation by 97%) when the channel was inserted
2000 um away from the soma (black trace in Fig. 7B1). Thus the
induced variation in somatic membrane potential decreased
exponentially as a function of the distance between the PKD2L1
channel insertion site and the recording site (Fig. 7C;). The fit of the
simulated data with a mono-exponential function gave an elec-
trotonical length constant of 567 um. If one considers a voltage
change generated by the opening of one PKD2L1 channel located on
the bud (distance of 25 um) and propagating along the dendrite, the
induced voltage change at the soma would still be of +14 mV (gray
trace in Fig. 7B1) and would only be attenuated by ~7% (gray circle,
in Fig. 7C; and inset). Therefore, with an RMP around —55 mV and
an AP threshold of —40 mV (see Table 4) in a ‘real’ CSF-cN, a de-
polarization induced from any site of the somato-dendritic
compartment by one PKD2L1 opening would be minimally
reduced at the soma and might trigger an AP.
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We recently reported that CSF-cNs possess a primary cilium
attached to their soma (Orts-Del'lmmagine et al., 2014). PKD2L1
channels have been shown to be expressed at the membrane of cilia
in epithelial cells and the cilium was suggested to be electrically
isolated from the soma due to a high resistance in the junctional
compartment (DeCaen et al., 2013; Delling et al., 2013). We there-
fore determined, in our passive neuron model, the impact of the
junctional resistance (R;) on the transmission to the soma of a de-
polarization generated by the opening of one PKD2L1 channel
(100 ms, 150 pS conductance) located on the cilium. Fig. 7B, shows
that for a Ry value of 5 MQ (resistivity, p = 102 Ohm.cm), the voltage
change generated in the cilium would be transmitted to the soma
without attenuation (Fig. 7B, and C,, red trace and red circle,
respectively). A 100 times increase in R; to 500 MQ (p = 10%
Ohm.cm) would attenuate the voltage change seen in the soma by
only 5% to +14 mV while with a R; value of 5 GQ (p = 10° Ohm.cm)
the somatic voltage variation would be reduced by 39% to +9 mV
(gray trace and circle in Fig. 7B, and Cy, respectively). Finally, with a
R; of 50 GQ (p = 108 Ohm.cm) the cilium would be nearly electri-
cally isolated from the soma and the voltage variation generated
would be reduced by 86% to reach only +2 mV in the soma (black
trace and circle in Fig. 7B, and C;, respectively). We next tested, in
an active i.e. ‘spiking’ model neuron, to which extent an increase in
the R; value would prevent a subthreshold PKD2L1-dependent
depolarization generated in the cilium from triggering APs in the
soma. As can be seen in the inset of Fig. 7C,, the opening of one
PKD2L1 channel located in the cilium was still capable of gener-
ating an AP in the soma even with a R; value of 5 GQ and a voltage
attenuation by 39% (see gray trace in the inset; traces color code
with respect to the data shown in panels 7B, and 7C3).

Having determined that any PKD2L1 channel location in the
neuron could trigger AP, we further explored the impact on firing of
one PKD2L1 channel opening located in the bud (25 pm away from
the soma) by varying its conductance and duration. As expected,
the minimal threshold duration efficacious to trigger APs decreased
exponentially with the increase in conductance (i.e. the increase in
current amplitude) to reach a value below 15 ms for channel con-
ductances higher than 200 pS (Fig. 7D). When considering an
average conductance of 140 pS, as previously reported for PKD2L1
channel recorded in medullo-spinal CSF-cNs, the minimal efficient
opening duration was of 22 ms (see red circle in the inset in Fig. 7D)
indicating that in a ‘real’ CSF-cN one PKD2L1 channel would need to
stay open for at least 20 ms to trigger an AP. We next determined
the consequences on AP triggering and AP frequency of increasing
channel opening duration (from 5 to 150 ms). The trace in Fig. 7E
indicates that for opening durations smaller than 20 ms, channel
activation would only generate small subthreshold depolarizations
(see Left part of the trace in Fig. 7E). For durations longer than
20 ms, APs would be generated and the firing frequency would
increase with the channel opening duration (see Right part of the
trace in Fig. 7E). When injecting in the model neuron unitary cur-
rent traces recorded in voltage-clamp mode from one ‘real’ CSF-cNs
(Fig. 8A, Middle traces), we indeed observed that short channel
openings only induced sub-threshold depolarization while longer
ones triggered AP and even burst of AP (Fig. 8A, Top traces). This
behavior of the model neuron was similar to that observed in a ‘real’
CSF-cNs where long depolarizing events triggering APs could be
observed along with short sub-threshold depolarizing events with
time course similar to those observed in the model neuron (Fig. 8A,
Bottom traces and compare with traces on Top). Our data further
indicate that single channel openings with duration below 5 ms
would hardly depolarize the neuron and bring it to fire (see Fig. 8A).

The data presented above indicated that extracellular alkalin-
ization increases the firing rate in CSF-cNs by enhancing PKD2L1
channel activity (see Section 3.4 and Fig. 4). From the data of the
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model, one would expect that this effect is mediated by an increase
in the duration of channel openings in particular for events longer
than 20 ms. We therefore determined if single channel openings
lasting for at least 20 ms could be observed in CSF-cNs and at which
frequency. This analysis indicates that indeed in CSF-cNs channel
openings with duration of 20 ms or longer (efficacious unitary
events) can be observed in CSF-cNs at a frequency of 0.04 + 0.01 Hz
(Fig. 7F; CTR, n = 9 and see Fig. 8A, current traces). Moreover, the
frequency of efficacious unitary events was increased by ~3 times to
0.12 + 0.02 Hz in the presence of the alkaline solution (TAPS) before
returning to 0.05 + 0.01 Hz, a value similar to that observed in
control upon washout (Fig. 7F; Friedman statistical test: p = 0.0004,
for CTR vs. TAPS: p < 0.05; for TAPS vs. Wash: p < 0.05, for Wash vs.
CTR: ns; n = 9). Further, we measured in recordings from CSF-cNs
the AP discharge frequency, represented it against the occurrence
frequency of channels openings longer than 20 ms and determined
how these two parameters were affected by extracellular alkalin-
ization (Fig. 7G; n = 4). This analysis indicates that extracellular
alkalinization reversibly increases the AP frequency by increasing
the frequency of efficacious unitary events (durations >20 ms)
(Fig. 7G). Finally, replaying ‘real’ unitary current traces recorded in
control (Fig. 8By, traces in Middle) or upon extracellular alkalin-
ization (Fig. 8By, traces in Middle) in one CSF-cNs elicited a higher
firing activity in the model neurons in the TAPS condition than in
control (Fig. 8B red traces, Top, and compare panels 1 and 2). Note
that in the TAPS condition there is a higher AP frequency along with
the presence of a larger number of short sub-threshold depolariz-
ing events compared to the control situation. As can be seen in
Fig. 8B, this behavior of the model neuron is comparable to that
observed in ‘real’ neurons either in control or in the TAPS (Fig. 8B4
and 8B,, respectively; Bottom traces).

Taken together the results obtained with the model neuron
indicate that the opening of one single PKD2L1 channel inserted at
any cellular subcompartment of CSF-cNs might generate in the
soma a depolarization large enough to trigger AP discharge, pro-
vided the channel would stay open for at least 20 ms. These data
further suggest that extracellular alkalinization would increase
CSF-cNs firing rate by increasing the frequency of efficacious uni-
tary events. They finally support the idea that PKD2L1 activity, even
at a single channel level, is capable of modulating CSF-cNs excit-
ability by converting detection of chemical stimuli (i.e. channel
activation) into an increase in AP frequency.

4. Discussion

In the present study, by comparing recordings in mice lacking
PKD2L1 channels and their wild type littermates, we demonstrate
that the unitary current recorded in medullar CSF-cNs is carried by
PKD2L1 channels and thus we have extended our previous study
(Orts-Del'lmmagine et al., 2012). Next, we reveal that openings of a
single channel are able to trigger APs and we suggest an important
and new function for PKD2L1 as spike generator in CSF-cNs.
Further, we provide evidence that spiking activity either sponta-
neous at normal pH or in response to extracellular alkalinization is
correlated to the activity of a few PKD2L1 channels and an increase
in the number of efficacious unitary events. We also show that
detection of strong extracellular acidification is mediated through
ASIC activation and is not affected by PKD2L1 deletion. Finally,
because CSF-cNs do not receive any excitatory synaptic input, pH-
activated currents from channels such as ASICs and PKD2L1
would represent important excitatory inputs for CSF-cNs.

4.1. PKD2L1 expression, localization and activity in CSF-cNs

In our study, we recorded only few spontaneously active
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PKD2L1 channels under whole-cell conditions and most of our
recordings show only single level of activation (i.e. only one channel
opened at a time). By calculating the channel NPp, we indicate that
PKD2L1 had a low spontaneous activity characterized by short
lasting openings (<5 ms) along with events with opening times of
several tens of milliseconds. Because of the inherent experimental
limitations associated with the recordings in whole-cell configu-
ration in brain slices, it was not possible to go any further in the
description of the channel kinetics (mean open and closed times).
Considering the strong PKD2L1 immunoreactivity in the somato-
dendritic compartment (Orts-Del'Immagine et al., 2014), such a low
channel activity is surprising and raises the question of the channel
localization in CSF-cNs. Channels might be inserted in the soma
however at no occasion we observed unitary current in our somatic
recordings carried out in cell-attached configuration. This suggests
that PKD2L1 channels, if present at the somatic level, are indeed
expressed at a very low density. On the other hand, PKD2L1 channel
activity might not be detected by a recording electrode on the soma
because channels are inserted either at distant sites (dendrite, bud)
or on the primary cilium. Our modeling study does not support this
hypothesis since it suggests that channel openings in any of these
compartments (bud, primary cilium) would be detected at the so-
matic level due to the electrotonic compactness of CSF-cNs.
Therefore the channel activity recorded in our condition actually
reflects the number of functional channels expressed at the plasma
membrane of CSF-cNs and indicates that this is extremely low.
Similar low level of channel activity was reported under whole-cell
recordings in HEK293T cells when expressing PKD2L1 channels as
homomers (Shimizu et al, 2009, 2011). Concerning the ciliary
localization of PKD2L1 channels, with our model, we aimed at
determining under which conditions one PKD2L1 channel opening
in the cilium would be capable of significantly affecting somatic
RMP. Therefore, as a first approximation, we set all compartments
to be iso-potential but that might not be the case. Delling and
colleagues (2013) estimated that in the cilium the cytoplasm was
>30 mV more positive than in the soma and that the cilium was
connected to the soma by a high internal junctional resistance. The
cilium would therefore be electrically isolated from the remaining
of the cell. If these properties also applied to CSF-cNs, it is unlikely
that an opening of PKD2L1 channel present on the cilium could
depolarize the soma. Therefore, if one assumes that such a large
junctional resistance exists between cilium and soma in CSF-cNs,
PKD2L1 channels present on primary cilia might have a different
function than that of spike generators (see below 4.2). One possible
role, was suggested in recent studies where PKD2L1 was shown to
associate with PKD1L1 (DeCaen et al., 2013) and to contribute to the
high level of intracellular free calcium observed in primary cilia
(Delling et al., 2013).

Although CSF-cNs might express PKD2L1 as homomeric chan-
nels, PKD2L1 is also known to co-assemble with protein partners,
such as PKD1 (Murakami et al., 2005), PKD1L1 (DeCaen et al., 2013;
Delling et al., 2013), PKD1L3 (Ishimaru et al., 2006, 2010) or RACK1
(Yang et al., 2012) that regulate its insertion and/or activity at the
plasma membrane. Given the fact that these channels have a
constitutive basal activity with a direct consequence on cell excit-
ability (see below), a tight regulation of PKD2L1 trafficking to the
plasma membrane and of its activity appears necessary to avoid an
over-excitation of CSF-cNs that might lead to cell death. It would
therefore be important to determine if CSF-cNs do express these
regulatory proteins and under which conditions they interact with
PKD2L1. Finally, PKD2L1 channels were shown to have an intra-
cellular localization (Kaja et al., 2011) where they may act as
intracellular calcium channels. Because of the strong immunore-
activity against PKD2L1, one cannot exclude that in CSF-cNs
PKD2L1 has a function as intracellular calcium channel. These
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hypotheses would have to be addressed in dedicated studies.

4.2. PKD2L1 channels as a spike generator and pH sensor in CSF-
cNs

Opening of single channel is known to depolarize and to induce
APs in high resistive cells such as olfactory cells (Lynch and Barry,
1989) and cultured embryonic hippocampal neurons (Johansson
and Arhem, 1994; Arhem and Johansson, 1996). It has been hy-
pothesized that single ionic channels, because they open stochas-
tically, can function as cellular random generators potentially
important for several neuronal processing such as development or
neuronal plasticity (Johansson and Arhem, 1994; Arhem and
Johansson, 1996). In our study, the neuron passive properties,
their firing patterns and their morphology were identical in wild
type and PKD2L1 ~I~ mice. It is therefore unlikely that PKD2L1
channel activity is essential for CSF-cN development. Nevertheless,
here we show in adult animals that in CSF-cNs, having a high input
resistance (GQ range) and expressing channels of high conduc-
tance, a single PKD2L1 channel opening of sufficient duration
triggers AP and thus acts as a spike generator. In fact, PKD2L1
channel activity appears to set CSF-cN spiking activity according to
extracellular pH value. At neutral pH, PKD2L1 had a constitutive
low activity and accordingly CSF-cNs spiked at low frequency. With
the increase in extracellular pH (i.e. alkalinization), channel activity
increased and consequently spiking frequency rose. In contrast, in
PKD2L1~/~ mice lacking functional PKD2L1 channels, CSF-cNs were
mostly silent or presented a markedly reduced spiking frequency.
In the latter case, stochastic openings of single ionic channels in
these high resistive neurons may probably lead to random spon-
taneous spikes totally unrelated to PKD2L1 channel activity. On the
other hand, detection of extracellular acidification by CSF-cNs ap-
pears more complex. Studies conducted in taste receptor cells have
first suggested that acidification would be detected by an increased
PKD2L1 channel activity, a role for PKD2L1 also proposed in spinal
CSF-cNs (Huang et al., 2006). However this appears unlikely for
several reasons. First, strong sour stimuli in PKD2L1-expressing
taste cells were shown to be mediated by a proton conductance
and not by a Na™ permeable PKD2L1 channel (Chang et al., 2010).
Second, in medullar CSF-cNs we found that PKD2L1 channels were
not activated by acidification but by alkalinization as also reported
by others (Chen et al., 1999; Shimizu et al., 2009, 2011). Third, we
show that under voltage- or current-clamp mode responses to
strong acidification were identical in PKD2L1~/~ and PKD2L1t/*
mice and mediated by ASIC1a containing channels (Diochot et al.,
2007; Baron et al., 2008).

Demonstrating a correlation between channel opening rate and
AP frequency is not that obvious. Due to the time necessary to
charge cell membrane capacity, only long channel openings would
induce spikes (see Fig. 7E and Fig. 8A). According, to our model, we
estimated that one PKD2L1 channel opening for ~20 ms would be
efficacious in depolarizing the membrane potential to the spike
threshold (Fig. 7E). And indeed such long openings were observed
under voltage- and current-clamp mode in medullar CSF-cNs
(Fig. 7F and Fig. 8A). The fact that in CSF-cNs the alkaline-
mediated increase in channel NPg is associated to an increase in
the frequency of channel openings longer than 20 ms and an in-
crease in AP frequency further supports this observation.

4.3. What gates PKD2L1 channel?

Protons are probably not the only factor that affects the gating of
PKD2L1 channel. Its activity was shown to be sensitive to various
factors such as voltage, temperature, osmolarity, cell volume,
extracellular calcium concentration and high pressure (Chen et al.,
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1999; DeCaen et al., 2013; Higuchi et al., 2014; Orts-Del'immagine
et al,, 2012; Shimizu et al., 2009). One might speculate that a
PKD2L1 channel represents a multimodal sensory spike generator
and it would be interesting to investigate how variations of these
stimuli within physiological ranges affect the gating of PKD2L1
channel and CSF-cN spiking activity. In addition, PKD2L1 was
shown to be Ca?*-permeable and its activity to be activated by Ca**
(Chen et al., 1999; Li et al., 2002). But the action of Ca®* is complex
since the initial Ca®*-dependent increase in PKD2L1 activity was
followed by an inactivation of PKD2L1 in the prolonged exposure to
high extracellular [Ca**] (Chen et al., 1999). PKD2L1 protein has a
Ca®*-binding EF-hand motif which however does not appear to be
involved in the Ca?*-induced PKD2L1 activation and in the subse-
quent inactivation (Li et al., 2002). Neither Ca?>* homeostasis nor
Ca®t permeability of PKD2L1 channels are yet documented in
mammalian CSF-cNs and these important issues will have to be
addressed in the future. Interestingly, it was shown that various
uridine and purine analogs (UDP, ATP and ADP) can increase the
probability of channel opening and mean open times of PKD2L1/
PKD1L1 heteromeric channels in primary cilia (DeCaen et al., 2013).
Although neither the mechanisms of activation nor the type of
receptor involved were characterized in this study, it is likely that a
G-protein-coupled metabotropic purinergic receptor (P2Y) is
involved. So far several ionotropic receptors have been identified in
mammalian medullo-spinal CSF-cNs (Marichal et al., 2009; Orts
Del'lmmagine et al., 2012 and the present study) but evidence for
the existence of metabotropic receptors in these cells are sparse
(Brumovsky et al., 2006; Margeta-Mitrovic et al., 1999). The iden-
tification of the G-protein-coupled receptors expressed in CSF-cNs
becomes now unavoidable and characterizing the consequences of
their activation in CSF-cNs and on PKD2L1 gating may reveal novel
mechanisms for the channel activity and regulation.

4.4. Alternative excitatory inputs to medullar CSF-cNs

The importance of PKD2L1 protein in increasing cell excitability
raised also the question to know whether or not other excitatory
inputs converge onto CSF-cNs. We addressed this question by first
looking under voltage-clamp conditions for rapid effects mediated
by classical excitatory neurotransmitters (ACh, ATP, glutamate and
serotonin) through activation of ionotropic receptors. At no occa-
sion, did we record rapid response following application of ATP
(Orts-Del'lmmagine et al., 2012) or serotonin (unpublished data)
while glutamate and ACh induced at —80 mV fast inward currents
in all medullar CSF-cNs tested that were mediated by activation of
AMPA/kainate and nicotinic subtypes, respectively (Fig. 5). How-
ever, none of these receptors were involved in a synaptic trans-
mission (Fig. 6). An observation further confirmed by the absence of
any current activity in PKD2L1 -1~ CSF-cNs once inhibitory neuro-
transmission was blocked. One might suggest that AMPA/kainate
receptors are either involved in the detection of ambient glutamate
which is known to be in the low submicromolar range in brain slice
preparations (Cavelier and Attwell, 2005; Herman and Jahr, 2007)
and in the CSF (Bendotti et al., 2001) or activated following gluta-
mate spillover from neighboring synaptic pathways onto CSF-cNs.
This does not appear to be the case. First, application of selective
antagonists against AMPA/kainate receptors failed to induce any
changes in the baseline current (Fig. 6D). Second, in conditions
where GABAergic and glycinergic neurotransmission was blocked,
we never observed any current activity triggered by a hyperosmotic
shock (Fig. 6C). Similar conclusions can be drawn for ACh responses.
Thus the function of these receptors is unclear and would need to
be determined in a dedicated study. We recently indicated that
medullar CSF-cNs receive synaptic GABA- and glycinergic entries
(Orts-Del'lmmagine et al., 2012) that are classically considered to

be inhibitory because of the hyperpolarized equilibrium potential
for chloride ions. However, as reported by Marichal and colleagues
(2009) for some CSF-cNs recorded in juvenile rats, one cannot
exclude that GABAergic and/or glycinergic synaptic currents might
be excitatory in murine medullar CSF-cNs especially when
considering the intermediate state of maturity of these neurons
(Orts-Del'lmmagine et al., 2014). Although this possibility would
need to be demonstrated, here we show that the pH-activated
currents from channels such as ASICs and PKD2L1 play an impor-
tant, if not major, role as excitatory inputs onto CSF-cNs.

5. Concluding remarks

The results of the present study add to the growing bulk of data
and help to better characterize the physiology of CSF-cNs in
mammals and of PKD2L1 channels in neurons. Our results suggest
an important role for PKD2L1 channels as pH sensors and spike
generators codding for changes in extracellular pH. Our study re-
inforces the idea that CSF-cNs are sensory neurons intrinsic to the
central nervous system. This hypothesis was formulated decades
ago by Kolmer (1921), who considered medullo-spinal CSF-cNs as a
whole sensory organ called ‘Sagittal Organ’. One future challenge
will be to understand the role of PKD2L1 in neurons and to deter-
mine under which physiological and physio-pathological condi-
tions these channels are activated. In particular one would need to
determine if PKD2L1 is regulated by intracellular cascade following
activation of G protein coupled receptors. The second and crucial
challenge to demonstrate the function of CSF-cNs is to determine
their hodology.
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ABSTRACT

Because of their ability to modulate the Gamma Aminobutyric Acid (GABA) a receptor complex, the
principal aim of the current work is to assess two essential heavy metals: Iron (Fe) and zinc (Zn) by atomic
absorption in different brain areas of stressed rats. To do so, we investigated the effect of acute
immobilization stress (single 1-hour session) on the distribution and the densities of,Gé&dptors as

well as the concentrations of Zn and Fe in several rat brain regions of the stressed rats. Animals were
randomly assigned to either control or stress conditions and changes in specific binding of thg GABA
receptor as labelled with T-Butylbicyclophosphonothionate (TBPS) (ligand useful for GABéeptor)

were assessed by in vitro quantitative autoradiography with the aid of a computer-assisted image analysis
system whereas the assessment of Fe and Zn concentrations was done by atomic absorption
spectrophotometry. Exposure to 1h immobilization stress led to a significant incre&$3- 8PS binding

site density in stressed rats compared to controls (30-40% increase in cortex, hypothalamus, hippocampus
and substatntia nigra). In the other analyzed brain structures, specific bindifi$]éF§PS remained
unchanged in stressed rats. The spectrophotometer analysis showed significant decrease in Zn levels in the
whole forebrain structures as well as the mesencephalon of stressed rats. The striking differences are
noticed in hippocampus and mesencephalon. Furthermore, Fe endogenous concentrations display similar
pattern following stress. The present study demonstrates that immobilization stress induces an increase in
GABA receptors concomitant to a reduction of Zn and Fe content in the stress sensitive rat brain structures.
Besides supporting the alteration of the modulatory function occurring at the A8geptor level after

stress, our data also reveal that the measured brain concentrations of the investigated heavy metals remain
not sufficient to efficiently modulate the activity of with efficacy such complex receptor. This could explain

the higher densities of GABAreceptors observed after acute stress.

Keywords: Zinc, Iron, GABA,, Stress, Brain

1. INTRODUCTION barbiturates and neuroactive steroids (Sretith., 2007).
Beside these major modulators, some metal cations are
Ganmma Aminobutyric Acid (GABA) A receptors are able to inhibit the GABA response of neurons in a
ligand-gated ion channels, mediating fast synapticvariety of organisms (Chen and Yung, 2006). Among
inhibition in the Central Nervous System (CNS) (Mody, them zinc and at a lesser extent iron, have been reported
2012; Farrant and Nusser, 2005). These receptors are the be the most potent (Rahman, 2007)**Zans inhibit
targets of a variety of pharmacologically and clinically GABA, receptor function by an allosteric mechanism
important drugs such as benzodiazepines, depressatia is critically dependent on the receptor subunit
Corresponding Author: Fatiha Chigr, Laboratoire de Génie Biologique, Faculté des Sciences et Techniques, PO. Box: 523,
Sdtan Moulay Slimane University, Béni-Mellal 23000, Morocco Tel: 212-523485112 Fax: 212-523485201
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composition:aB-subunit combinations show the highest 8) or immobilization stress (one 1-h stress session) (n =
sensitivity to ZA" (Krishek et al., 1998; Saxena and 8). At the time of experiments, the rats of the
Macdonald, 1996). i antagonism is also affected by experimental group were picked up from their cages and
o- stbunit (Draguhnet al., 1990; Smartet al., 1991;  were immediately subjected to stress immobilization.
White and Gurley, 1995). The inhibitory effect of*Zis Immobilization stress conducted under this protocol was
rediced by exchangingol-subunit for 02- or «3-  done as previously described by Kvetnansky and Mikulaj
subunits. Finally, Zfi as picrotoxin and pregnenolone (1970) with slight modifications. Stress was applied by
sulfate, two endogenous modulators of GABreceptor, ~ Placing the rats on a piece of wood and the front and
exet their effect directly binding in the ion channel hind legs of the rats were immobilized with plastic
(Hosie et al., 2003; Krishek et al., 1996). The collars and adhesive tape on the boards of the wood. This
mechanism involving the Gamma-Aminobutyric Acid allowed nqrmal breathing and only restricted movements
(GABA) in stress is well known (Foddt al., 1997).  Were possible (free movement of the head and tail). The

Indeed, many reports suggest that GABAceptors may ~ animals v;/elre kept 'mmo.b'l.'zeg tgor 1 h'f t;’hess{a
medate responses to stressors and the physiologicaﬁXpe”mena measures minimized he pain of the rats.
en minutes after the single immobilization stress

ggrlltlr;)lst?; Ssstrﬁgz a(lzgugggtn gﬁbv&r?ig;bgl;nsgitcgt.é d Wi%ession animals were killed by decapitation. Control rats
: ere killed after removal from the home cages without

alterations in the capacity of ligand binding to the _ : ; - ;
GABA, receptor complex (Concast al., 1993; m%r()b”g:&%ulatmns. In all experiments, the

. ) procedure and sacrifice were performed
Barbacciaet aI 1996; Serragt al., 2000). GABA » qb/etween 10 and 12 h, to avoid possible circadian
receptors density and modulation have been documenteq;ariations in the receptor function. After sacrifice, the
to significantly increase in density following the praing were removed, snap-frozen in dry ice and kept at -
application of acute stress (Chigr al., 2001a; 2001b;  go°C until sectioning. Serial coronal 20 um  thick
2002) probably as a consequence of an alteration ofections from each brain were cut at -20°C in a cryostat
endogenous modulator levels. recently, several stresgrigocut 2880, Reichert Jung), collected onto 2%
paradigms have been shown to induce significantgelatin-coated slides and kept at-20°C until us&8] [T-
reduction in serum zinc concentration (Ciestical.,  Butylbicyclophosphonothionate (TBPS) autoradiography
2011). Fe* was also reported to interact with 2i  was conducted as we previously described (Ctiig.,
espeially in stressful situations. Psychological stress may2002). Briefly, after a preincubation step of 30 min in 50
cause decreased Feabsorption and iron redistribution in - mM Tris-HCI, pH 7.4, brain slices were incubated with 3
body resulting in low iron concentrations in the bone nM [**S]TBPS (100-140 Ci/mmol; NEN, Boston, MA)
marrow, an effect counterbalanced by zinc éial., in 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4, containing 500 mM
2012). Therefore, the aim of the present study was toNaCl and 1d M ascorbic acid, for 3 h at room
evaluate the changes that may occur for the concentration®nperature, in the absence (total binding) or in the
of the two heavy metals Zfi and Fe** in the brain of  presence of the unlabelled compound (picrotoxin, Sigma
stressed rats and to correlate such alterations to’tsg [ Chemical Co., St Louis, MO). The slices were then
TBPS binding on the benzodiazepine/GABA chloride rinsed, dried out in ambient air, transferred to cardboard

ionophore receptor complex. film cassettes along with slides containing labelled
plastic standard (Amersham, Les Ulis, France) and
apposed onto [3H]Hyperiim (Amersham). After an
2.MATERIALSAND METHODS exposure period of 36 h at 4°C, the films were developed
2.1. In vitro Autoadiogr aphy Procedur es and fixed. The obtained autoradiographic labelling was

quantified in many brainstem structures by computerized
The experiments were performed on male Wistar ratsdensitometry (Biocom, Les Ulis, France). Data were
(n = 16, weighting initially 180-200 g). The animals measured in relative Optical Density (OD) units for
were housed (3-4 per standard cage) under controlledisplacement studies. Drug-inhibitedg]-TBPS binding
laboratory conditions (12-h light/dark cycle, constant wasthen plotted as a percentage of the specific binding
temperature: 22+2°C and humidity: 60+2%) with food obtained in the absence of the drugs. For non-
and water freely available. These conditions aredisplacement studies, the optical densities of each
rigorously respected to avoid any other stress situationsstructure, were measured from the exposed film and
All experimental procedures were conducted betweenconverted into femtomoles/mg (fmol/mg), based on
8:00 a.m. and 10:00 p.m. Animals were handled for 5calibration curves of standards with known radioactivity
days (20 min day) to habituate them to the stress of (Miller, 1991). Specific binding was defined as total
handing and assigned to either a control (no stress) (n =binding minus non-specific binding (binding in the
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presence of 10 M picrotoxin). For all experiments, each 3. RESULTS

point was the mean of measurements in five to eight

sections for each individual animal, repeated with at least The distribution of GABA receptors, using®{S]-

ive animals for either control or stressed rats. The datalBPS as a ligand, showed a heterogeneous distribution
were compared by Analysis Of Variance (ANOVA) in both stressed and unstressed rat brain. However, the
followed by Scheffe's test. A P value of <0.05 was quantification of the radioautographic labeling revealed

considered statistically significant. the presence of significant differences in the density of
A N [**S]-TBPS binding sites. As shown iRig. 1, high
2.2. Brain Zinc and Iron Determination significant densities were principally found in the

For zinc and iron determination, two other groups of forebrain of stressed rats (30-40% increase). This
rats (n = 6, for each group) assigned to stress or notincludes hypothalamus, hippocampus and cerebral
were euthanized by decapitation 24 h after the session ofortex. Detailed analysis, demonstrates that significant
stress. Rat brains were then collected and dissected tgifferences were confirmed in areas known to be sensitive
obtain: frontal cortex, hippocampus, thalamus, to stress, such as layer IV of the cerebral cortex, the
hypothalamus and mesencephalon the brain regiongientate gyrus in hippocampus and the paraventricular
dissected were frozen and stored at-20°C until analysispycleus in the hypothalamus. In all these structures, the
Each sample was vv_et—d|gesteq W|t_h nitric ac_|d and %Sl-TBPS binding (2 nM) was increased
hydrogen peroxide (microwave digestion). The zinc andggificantly (p<0.05, n = 8 for each group and 6-8
iron concentrations were determined using flame atomic,,aasurements for each rat) after 1 h session of
?gé?;?;'ogciseﬁ%téowgtg' 3-588362;]{???12?0”;;& Wv?i?h mobilization stress. The other structures belonging
d . ' >Pectrop 1. to cerebral cortex (as layerVl), thalamus (for example

euterium background correction (air flow-4.2 L mijn ! .
acetylene flow-1.2 L mift', analytical wavelength-213.9 pgraventrlcula_r r_uljcleus). and hypo_thalamus .d'd. not
nm). Relative Standard Deviation (RSD) of the method display any significant d|fferenc.e_s In T.BPS binding.
(the whole analytical procedure: digestion + metal !N the brainstem, the only striking difference was
determination) did not exceed 2.4%. Mean recovery Ofobser_ved in the subst_antla nigra _at the mesencephalic
zinc and for iron was 99%. The aqueous standardleével in accordance with our previous results (p<0.05,
solutions were obtained from Zn (Zinc Standard N = 8 for each group and 6-8 measurements for each
Solution, Merck, Germany) and FeNO3 (Sigma Aldrich). rat) following 1 h of immobilization stress session)
The data obtained were analysed by Analysis Of(Chigr et al., 2001a; 2001b). The binding observed in
Variance (ANOVA) followed by Scheffe's test. R other structures as collucili and substantia gelatinosa
value of <0.05 was considered statistically significant. ~ was also not affected after stre&sg; 1).
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Fig. 1. Effect of 1h-immobilization on TBPS binding sites in different brain structures as determingdviiyo quantitative
autoradiography
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Fig. 2. Effect of 1h-immobilization on endogenous zinc concentrations in different brain structures as assessed by atomic absorption
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Fig. 3. Effect of 1Lh-immobilization on endogenous iron concentrations in different brain structures as assessed by atomic absorption
spectrophotometry

In other stressed and unstressed rat groups (n = 6, fan stressed rats compared to controls, p<OF#§, 2).

each group), we in parallel measured the endogenou3halamus, cerebellum and pontine which did not display
brain levels of zinc and iron. The spectrophotometricincrease in TBPS binding, also did not show any
analysis showed that the mean concentrations Sfate significant fluctuation in zinc concentration. Fe levels
significantly decreased in all the sensitive structuresanalysis showed significant decrease in the forebrain
reported to be sensitive to stress (displaying high TBPSegion and mesencephalon of the stressed rats (20-35%
binding). This effect on endogenous zinc concentrations isdecrease in stressed rats compared to controls, compared
well displayed in forebrain structures, principally to controls, p<0.05ig. 3). Similarly to endogenous zinc
hippocampus; where the lowest concentrations wereconcentrations, stress does not affect significantly the
observed (25-65% decrease in stressed rats compared émdogenous iron concentrations in cerebellum and
controls, p<0.05, n = 6 for each experimental gr&ig;2). pontine Fig. 3). Globally, the brain areas sensitive to

A significant decrease in Zn concentration was alsostress, show both alterations in GABAeceptors and
measured in the mesencephalon (around 55% of decreasgnc and iron concentrations.
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4. DISCUSSION consequence, the potency and magnitude of the stress

_ effect could be influenced by the subunit composition of

_ The present study examined the effects of the GABA, receptor. In this sense, the selectivity of the
immobilization stress on the brain concentrations of two gyess effect for certain sub-unit assemblies could not be

essential he"’c‘j"y metals, i.e., zinc and iron, i.e., zinc andsycjuded. The observed alterations might also result
iron proposed as endogenous modulators of the GABA om changes in brain neuroactive steroid levels known

receptor complex (for review Rahman, 2007). We firstly 1, exert anxiolytic (Bitraret al., 1991) and anti-stress
asse_ssed_ the |anuenc_e of the sstress paradlgm we used ?Earbacciaet al., 1996) effects in brain. It is likely that
t_he In vitro _autoradlography %]'TBPS binding, a by reducing the synthesis and the release of
ligand that binds at or near the chloride channel of the ¢ .o 0ids acute stress will enhance @] TBPS
GABA.A receptor complex (_Ataclet al., 2007). The binding. Finally, it is not excluded that the observed
experiments presented herein revealed that the GABA changes could be due to the fact that in the stress
receptor complex as labeled bY§]-TBPS was affected paradigm used, the concentration range over which

by a single exposure to stress (1-h immobilization) in the

rat brain. These findings also show that stress eﬁectsseve_ral mc_)dulators were ab_Ie _tocounteract the
were specifically noticed at specific regions of the rat |mpa|'rment in GABAergic transmission (Barbacetzal., .
brain. Indeed, some regions of the cerebral cortex,lg%’ Concast al., 1998) has not yet been reached in

hippocampus, hypothalamus and substantia nigra werdhe brain structures sen_sitive to stress. 'I_'his could explain
the structures sensitive to stress immobilization. No "Ny the low concentrations of_2|r_lc_ obtained after stress,
significant differences were observed in the other@® not able to efficiently inhibit GABA receptor
structures. Thereafter, we investigated the effect of acutdUnction. Indeed, the transition metal ion Znis
immobilization stress on the endogenous metalsconcentrated into zinc-containing neurons in the CNS
concentration and demonstrated that a significantdnd is thought to be involved in modulating the
decrease in their brain levels. Unfortunately, while the Sensitivity of GABA and glutamate receptors to their
autoradiography technique allows the fine anatomicalf€spective neurotransmitters  (Frederickson, = 1989;
determination of structures concerned by stress, this igrederickson and Bush, 2001). Zinc is known to inhibit
not possible with spectrophotometry absorption @nd to reduce the spontaneous and the miniature
technique that necessitates important brain punchesinhibitory postsynaptic currents (Chen and Yung, 2006).
Thus, it was impossible to determine the Zn values for The decrease in zinc concentrations leads probably to the
the layer IV of cerebral cortex or for the paraventricular alteration of the capacity of the metal to modulate of the
nucleus of the hypothalamus. The values of metaltonic GABAergic inhibition (Smarét al., 2004). Among
concentrations concern the whole structure. This couldpossible other explanations for this negative result is that
not allow us to determine if other subdivisions in these synaptically released Zhis confined to excitatory
structures account for the decrease observed or not. synapses and that Zspillover to GABAergic synapses
The findings concerning stress effect on GABA is not sufficient to modulate the GABAeceptors
receptors density reinforce the idea that the GABAergic present (Ruizet al., 2003). Zinc as other active
system seems to be differentially affected by stressendogenous modulators of the GABAreceptor, is
according to the brain area studied (Losada, 1989). Thaegatively affected by stress which reduces its
enhancement ofJS]-TBPS binding could be explained endogenous concentrations and could results probably in
by the reduced concentrations of endogenous GABA,uncoupling of zinc and TBPS binding sites in the
occurring specifically after stress. Such responses mayGABA, receptor complex. As a consequence, the
in turn enhanced the GAB#receptor sensitivity to other  affinity of zinc towards its binding site in the GARA
endogenous ligands. In addition, the present findings arereceptor complex will decrease. Finally it is not excluded
different from previous data showing decreases in thethat some of these changes may be explained by altered
binding of F°S]-TBPS in many brain structures after expression of subunits that affect the sensitivity of
stress (Drugaret al., 1993). The discrepancy may be due receptors to Zi. Zinc is known to exhibit anti-
to several procedural factors or to the stress type applieddepressant like activity (Hosiet al., 2003) and any
The mechanism whereby stress alters TBPS binding siteseduction in its endogenous levels leads to anxiety states
also allows other hypotheses. Thus, it is possible that thdHuang et al., 2012). This is an agreement with the
individual brain region differences observed could be anxiety behavior observed in stressed rats (Chaatrigr,
due to the subunit heterogenous distribution in these2006). Hence, supplementation of zinc was suggested to
brain structures (Fritschy and Mohler, 1995). As aabolish or to reduce the anxiety-like state observed
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following stressful conditions (Copet al., 2011). The  GABAA, receptor function. This could explain the higher
supplemented zinc will reach the containing zinc neuronsdensities of GABA, receptors observed after acute
to probably reinforce the role of the endogenous zinc.stress. Finally, these investigations pointed the potential
Zinc supplementation was also reported to prevent stresgole played by essential heavy metals in plasticity
effects and stress-induced decrease in iron levelt @li, ~ Processes related to the stress response and in the
2012). The data of the present investigations confirm lowregulation of the homeostasis.

levels of endogenous cerebral iron after acute

immobilization stress. This could be due to a changed 5. CONCLUSION

systemic and brain iron homeostasis following the
application of psychological stress (M& al., 2008;
Wang et al., 2008) occurring via regulation of iron

Immobilization stress induces up regulation of
GABA, recptors which is concomitant to down
regulation of endogeneous zinc, a potent modulator of
transfpor_t (Mossdandb Mofrgha.mh 2004). The role of yig raceptor as well as endogenous concentrations of
transferrin seemed to be of high importance since SWesgqn iy prain structures sensitive to stress. Wheteher the
induced reduction in ferritin and the subsequent reduction inyjteration of the two heavy metals concentration could be
iron storage and utilization (Huasgal., 2012). considered as a consequence or the cause of GABA

Our findings and the mentioned reports support thereceptor dysfunction, other investigations are needed to
fact that a reduction in endogenous level zinc disturbse|ycidate these findings.

iron homeostasis in brain, which seems to be highly
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XIl. Annexes 3: GABAB receptors modulate Ca?* but not G
protein-gated inwardly rectifying K* channels in
cerebrospinal-fluid contacting neurones of mouse brainstem
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GABA; receptors modulate Ca?* but not G protein-gated
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Key points

e Medullo-spinal CSF contacting neurones (CSF-cNs) located around the central canal are
conserved in all vertebrates and suggested to be a novel sensory system intrinsic to the CNS.

® (CSF-cNs receive GABAergic inhibitory synaptic inputs involving ionotropic GABA, receptors,
but the contribution of metabotropic GABAj receptors (GABAg-Rs) has not yet been studied.

® Here, we indicate that CSF-cNs express functional GABAg-Rs that inhibit postsynaptic calcium
channels but fail to activate inhibitory potassium channel of the Kir3-type.

e We further show that GABAg-Rs localise presynaptically on GABAergic and glutamatergic
synaptic inputs contacting CSF-cNs, where they inhibit the release of GABA and glutamate.

e Qur data are the first to address the function of GABAg-Rs in CSF-cNs and show that
on the presynaptic side they exert a classical synaptic modulation whereas at the post-
synaptic level they have an atypical action by modulating calcium signalling without inducing
potassium-dependent inhibition.

Abstract Medullo-spinal neurones that contact the cerebrospinal fluid (CSF-cNs) are a
population of evolutionary conserved cells located around the central canal. CSF-cN activity
has been shown to be regulated by inhibitory synaptic inputs involving ionotropic GABA,
receptors, but the contribution of the G-protein coupled GABAj receptors has not yet been
studied. Here, we used a combination of immunofluorescence, electrophysiology and calcium
imaging to investigate the expression and function of GABAg-Rs in CSF-cNs of the mouse
brainstem. We found that CSF-cNs express GABAg-Rs, but their selective activation failed to
induce G protein-coupled inwardly rectifying potassium (GIRK) currents. Instead, CSF-cNs
express primarily N-type voltage-gated calcium (Cay2.2) channels, and GABAg-Rs recruit Gy
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subunits to inhibit Cay channel activity induced by membrane voltage steps or under physio-
logical conditions by action potentials. Moreover, using electrical stimulation, we indicate that
GABAergic inhibitory (IPSCs) and excitatory glutamatergic (EPSCs) synaptic currents can be
evoked in CSF-cNs showing that mammalian CSF-cNs are also under excitatory control by
glutamatergic synaptic inputs. We further demonstrate that baclofen reversibly reduced the
amplitudes of both IPSCs and EPSCs evoked in CSF-cNs through a presynaptic mechanism of
regulation. In summary, these results are the first to demonstrate the existence of functional post-
synaptic GABAg-Rs in medullar CSF-cNs, as well as presynaptic GABAg auto- and heteroreceptors
regulating the release of GABA and glutamate. Remarkably, postsynaptic GABAg-Rs associate with
Cay but not GIRK channels, indicating that GABAg-Rs function as a calcium signalling modulator
without GIRK-dependent inhibition in CSF-cNs.
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Introduction

GABAg receptors (GABAg-Rs) belong to family 3 (or
family C) G-protein coupled receptors and mediate
the slow inhibitory response to GABA by activating
Gy, protein-dependent signalling pathways (Padgett
& Slesinger, 2010; Pinard et al. 2010). The core
structure of GABAgp-Rs consists of two principal
subunits, GABAp, and GABAjg, that assemble into
heteromeric functional receptors at pre- and post-
synaptic sites of the synapse (Mohler & Fritschy,
1999; Bettler et al. 2004; Pin & Bettler, 2016). Pre-
synaptic GABAg-Rs are positioned at axon terminals
of both excitatory (heteroreceptors) and inhibitory
(autoreceptors) neurones, where their activation
suppresses neurotransmitter release through inhibition
of voltage-dependent calcium channels (Cay), although
other mechanisms have been implicated (Scanziani
et al. 1992; Chen & van den Pol, 1998; Barral et al.
2000; Sakaba & Neher, 2003). Postsynaptic GABAg-Rs
are expressed in somatodendritic compartments of
neurones and evoke a slow inhibitory postsynaptic
current by gating G protein-coupled inwardly rectifying
potassium (GIRK) channels, which hyperpolarises
the membrane and inhibits neuronal excitability (De
Koninck & Mody, 1997; Liischer et al. 1997). Postsynaptic
GABAg-Rs additionally down-regulate Cay channels,
thus controlling calcium-dependent neuronal processes
such as dendritic Ca*"-spike propagation and synaptic
plasticity (Pérez-Garci et al. 2006; Booker et al. 2018).
Finally, GABAp-Rs can influence pre- and postsynaptic
functions by inhibiting adenylyl cyclase, though the
physiological consequences of this modulation are poorly
understood (Padgett & Slesinger, 2010). In addition
to their diverse signalling pathways, GABAgp-Rs are
widely expressed throughout the central nervous system

including the hindbrain and the spinal cord, thereby
playing pivotal roles in numerous physiological processes
(Margeta-Mitrovic et al. 1999; Bettler et al. 2004).

Medullo-spinal neurones that contact the cerebrospinal
fluid (CSF-cNs) constitute a peculiar neuronal population
located around the central canal (CC) of all vertebrates
(Vigh et al. 2004; Djenoune et al. 2014). They feature
a bipolar morphology with a short dendritic process
projecting toward the CC and ending in its lumen
with a terminal protrusion or ‘bud), suggesting a role
in sensing CSF flow or composition (Stoeckel et al
2003; Marichal et al. 2009; Orts-Del'Immagine et al
2012, 2014). Consistent with this hypothesis, CSF-cNs
express selectively the polycystic kidney disease 2-like
1 (PKD2L1) channel, a sensory transduction protein
sensitive to extracellular variation of pH and osmolarity
and sensing CSF flow and spinal cord torsion (Huang
et al. 2006; Orts-Del’Immagine et al. 2012, 2016; Bochm
et al. 2016; Jalalvand et al. 2016). PKD2L1 channels
are non-selective cationic channels that produce enough
depolarisation to trigger action potentials and therefore
they contribute to setting the excitability of CSF-cNs
(Orts-Del'Immagine et al. 2012, 2016). Moreover,
CSF-cNs are embedded in a neuronal network, receiving
primarily inhibitory synaptic inputs from yet-unidentified
presynaptic partners (Orts-Del'Immagine et al. 2012).
Inhibition of CSF-cNs was shown to be mediated by the
amino acids GABA and glycine, which activate ionotropic
GABA, and glycine receptors, respectively (Marichal et al.
2009; Orts-Del’'Immagine et al. 2012). In addition, pre-
vious immunohistochemical studies revealed the presence
of GABAj-Rs in neurones of rat spinal cord surrounding
the central canal and with morphological properties of
CSF-cNs (Margeta-Mitrovic et al. 1999). However, their
function, as well as their signalling effectors in CSF-cNs,
remain unknown.
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In the present study, we assessed the expression
and functional properties of GABAg-Rs in CSF-cNs of
the mouse brainstem. Double immunohistofluorescence
staining with the selective marker PKD2L1 for CSF-cNs
show that the GABAg; subunit localises in the soma and
the dendrite of medullar CSF-cNs. Using patch-clamp
recordings and calcium imaging we demonstrate that post-
synaptic GABAg-Rs in CSF-cNs function by inhibiting
Cay channels through recruitment of GBy but surprisingly
they do not activate GIRK channels in these neuro-
nes. CSF-cNs in the mouse brainstem were initially
thought to be under the sole control of inhibitory
synaptic inputs, but here, using an electrical stimulation
protocol, we demonstrate that CSF-cNs also receive
glutamatergic excitatory inputs involving AMPA/kainate
receptors. Finally, we show that GABAg-Rs, presumably
localised on both GABAergic and glutamatergic terminals,
have an inhibitory action on GABA and glutamate release
onto CSF-cNG.

Methods
Animal ethics

All experiments were conducted in conformity with the
rules set by the EC Council Directive (2010/63/UE) and
the French ‘Direction Départementale de la Protection des
Populations des Bouches-du-Rhéne (DDPP13)’ (Licence
No. 13.435 held by J.T. and No. 13.430 by N.W.).
Experiments were performed using 98 C57BL/6] mice
(Mus musculus) of both sexes aged 8-18 weeks old
(25-30 g, obtained from Envigo, Gannat, France). All
animals were housed at constant temperature (21°C),
in an enriched environment, under a standard 12 h
light-12 h dark cycle, with food (pellet AO4, UAR,
Villemoisson-sur-Orge, France) and water provided ad
libitum. Every precaution was taken to reduce to the
minimum the number of animals used and to minimise
animal stress during housing and prior to experiments. We
understand the ethical principles under which The Journal
of Physiology operates, and our work complies with the
journal’s animal ethics checklist.

Histological procedures and confocal imaging

Adult mice were anaesthetised intraperitoneally with a
combination of 100 mg kg ketamine (Carros, France)
and 15 mg kg~! xylazine (Puteau, France). Animals were
then transcardially perfused first with 0.1 M PBS and then
by 4% paraformaldehyde in PBS (PFA; Sigma-Aldrich).
Tissues were immediately removed, post-fixed for 30 min
to 1 h in PFA at room temperature followed by over-
night washing in PBS at 4°C. Tissues were finally
cryoprotected for 24-48 h in 30% sucrose in PBS
at 4°C and frozen in isopentane (—40°C). Coronal

© 2018 The Authors. The Journal of Physiology © 2018 The Physiological Society
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brainstem thin sections (40 pum) were obtained using
a cryostat (Leica CM3050, Wetzlar, Germany) and
collected serially in twelve-well plates containing 0.1 M
PBS. Sections were then incubated for 1 h in PBS
containing 0.3% Triton X100 (Sigma-Aldrich) and 2%
donkey serum with 1% bovine serum albumin (BSA),
followed by an overnight incubation at 4°C with rabbit
anti-PKD2L1 IgG (1:700; AB9086, Millipore-Chemicon,
Fontenay-sous-Bois, France) and then a 24 h incubation
atroom temperature with mouse anti-GABAg,; IgG (1:100,
AB55051, Abcam Biomedicals, Paris, France). Sections
were then washed in PBS and incubated for 2 h with
secondary antibodies conjugated to either AlexaFluor 488
(PKD2L1: 1:400; Millipore-Chemicon) or 594 (GABAg;:
1:1000; Millipore-Chemicon). Sections were mounted on
gelatine-coated slides and coverslipped with home-made
mowiol mounting medium for fluorescence microscope
examination. Confocal images were captured with a Zeiss
LSM 700 laser scanning microscope before processing with
ZEN 2009 light Edition (Zeiss, Iena, Germany) and Image]
1.8.0 software (NIH).

Acute brainstem slice preparation

Coronal brainstem slices (from the caudal part up to the
4th ventricle) were prepared as previously described by
(Orts-Del'Immagine et al. 2012). Briefly, 8- to 12-week-old
mice were anaesthetised with the ketamine-xylazine
solution, decapitated, and the brain rapidly removed and
submerged in ice-cold (0—4°C), oxygenated (95% O,-5%
CO,) and low calcium-high magnesium cutting solution
containing (in mM): NaCl 75, NaHCO; 33, NaH,PO,
1.25, KCI 3, CaCl, 0.5, MgCl, 7, glucose 15, sucrose
58, ascorbic acid 2, sodium pyruvate 2, myo-inositol 3
(pH 7.3-7.4; osmolality 300-310 mosmol kg™!). Coronal
brainstem slices (250 pm thick) were cut with a vibratome
(Leica VT1000S) and incubated for 15-20 min at 35°C
in a submerged chamber filled with oxygenated artificial
CSF (aCSF) containing (in mM): NaCl 115, NaHCO; 23,
NaH,PO, 1.25, KCl 3, CaCl, 2, MgCl, 2, glucose 15,
ascorbic acid 2, sodium pyruvate 2, myo-inositol 3 (pH
7.3-7.4; osmolality 300-310 mosmol kg™ '). Slices were
then maintained in oxygenated aCSF at room temperature
prior to recording. After a recovery period of at least 1 h,
slices were transferred to the recording chamber super-
fused with aCSF at 1.5-2.5 ml min™—".

Electrophysiology

Neurones around the central canal were visualised
under infrared illumination using oblique or DIC
optics mounted on a Scientifica SliceScope Pro 1000 or
Zeiss Axioscope S1 microscope, respectively. Whole-cell
patch-clamp recordings were performed at room
temperature (~20°C) in current- and/or voltage-clamp
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mode using a Multiclamp 700B or Axopatch 200A
patch-clamp amplifier (Molecular Devices, San Jose,
CA, USA). Patch pipettes (4-6 MS) were pulled
from borosilicate glass capillaries (Harvard Apparatus,
Holliston, MA, USA) using a P-97 Flaming/Brown
type micropipette puller (Sutter Instrument Co, Novato,
CA, USA). In all experiments, 10 uM Alexa Fluor
594 (Invitrogen) was included in the patch pipettes
for identifying the typical morphology of neurones in
contact with the cerebrospinal fluid (CSF-cNs) during
the whole-cell recording (Orts-Del' Tmmagine et al. 2012,
2016). Series resistance (10-20 M) was monitored
throughout each experiment and unstable recordings
were discontinued. For voltage-gated calcium currents
recordings, series resistance was compensated by 70-80%.
Data were filtered at 2-2.4 kHz and digitised at 10 kHz
using a Digidata 1322A or 1440A interface (Molecular
Device) driven by pClamp 9.2 or 10.7, respectively
(Molecular Device). The liquid junction potential was left
uncorrected.

Recording of voltage-gated calcium currents. For the
characterisation of postsynaptic voltage-gated calcium
(Ca’") channels (Cay) and the study of their modulation
by GABAjg-Rs, electrodes were filled with a solution
containing (in mM): CsCl 3, caesium acetate 100, NaCl
5, MgCl, 1, CaCl, 1, TEA-Cl 20, EGTA 10, HEPES
10, disodium phosphocreatine 10, Mg-ATP 4, Na;GTP
0.2 (adjusted to pH 7.36 with CsOH; osmolality of
290-295 mosmol kg~!). Calcium currents were elicited
by 100-200 ms voltage steps (Vsiep, 10 mV increments)
from a holding potential of —70 mV while the neurone
was perfused with oxygenated aCSF supplemented
with 10 uM gabazine (GABA, receptor antagonist),
1 uM strychnine (glycine receptor antagonist), 0.5 uM
tetrodotoxin (TTX, inhibitor of sodium channels) and
20 mM tetraethylammonium chloride (TEA-CI, blocker
of potassium channels). The current-voltage relationship
was constructed for each cell by plotting the Ca’" peak
current recorded for a given Vs, and the properties and
voltage-dependence of Ca’" current were analysed with
a Boltzmann fit using the following equation: I(V) =
gmax (V— Viel)/[1 + exp(Vso — V)/k]; where I represents
the current amplitude as a function of voltage (V), gmax
is the maximum whole-cell channel conductance, Ve,
is the current reversal potential, Vs is the voltage for
half-maximal channel activation and k (the slope) is equal
to RT/z,F where z, is the valency of the voltage sensor of
the calcium channel.

Calcium current inhibition by postsynaptic GABAg-Rs
was assessed on Ca’" peak current (elicited with a
100 ms Vsep to +10 mV every 30 s over a 10 min
period) by application of baclofen (100 uM, 30 s),
a selective agonist for GABAg-Rs, using a pressure
application pipette (~1 pum tip diameter) positioned at
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~50 pum from the recorded cells and connected to a
pressure application system (Toohey Company, Hollis,
NH, USA). The molecular mechanism by which GABAg-R
activation modulates Ca’" currents was studied with a
triple-pulse voltage protocol (recorded every 30 s for
10 min) consisting of two 50 ms test pulses to +10 mV
from a holding potential of —70 mV, separated by a
50 ms conditioning pulse to 4100 mV. The inhibition of
calcium currents induced by application of baclofen was
then compared before (prepulse) and after (postpulse) the
large depolarising conditioning pulse (Herlitze et al. 1996;
Ikeda, 1996).

Recording of inwardly rectifying (GIRK/Kir3) potassium
currents. To record postsynaptic GABAg-mediated
Kir3-type K™ currents (GIRK), patch pipettes were filled
with a solution containing (in mM): potassium gluconate
140, NaCl 4, HEPES 5, MgCl, 2, EGTA 1.1, Na,ATP
2, disodium phosphocreatine 5, Na;GTP 0.6 (adjusted
to pH 7.35 with KOH; osmolality 285 mosmol kg™1).
Kir3-type K* currents were evoked by pressure application
of baclofen (100 uM, 40 s) at —50 mV in the presence of
10 uM gabazine, 1 uM strychnine and 20 uM DNQX
(AMPA/kainate receptor antagonist).

Recording of synaptic currents. Electrically evoked
inhibitory (IPSCs) and excitatory (EPSCs) postsynaptic
currents were recorded with patch electrodes filled with
(in mM): CsCl 130, NaCl 4, MgCl, 2, EGTA 1.1, HEPES
1.1, disodium phosphocreatine 5, Na, ATP 2, Na;GTP 0.6,
lidocaine N-ethyl chloride 5 (adjusted to pH 7.35 with
CsOH; osmolality 285 mosmol kg™!). IPSCs and EPSCs
were elicited at 0.1 Hz by voltage pulses with a stimulus
isolator (100 us, 50-60 V stimuli; ISO-Flex, A.M.PlI,
Jerusalem, Israel) through a stimulating electrode filled
with aCSF and positioned at 50—-100 ;m from the soma of
the recorded cell. GABA, receptor-mediated IPSCs were
recorded at —60 mV and were isolated by including 1 uM
strychnine and 20 uM DNQX to the external solution.
To record glutamatergic receptor-mediated EPSCs, the
external solution was supplemented with 1 M strychnine
and 10 uM gabazine. EPSCs were recorded at holding
potential of —60 mV. GABAg-R-mediated inhibition of
IPSCs and EPSCs was assessed by bath application of
baclofen (20 or 100 uM, see Results). For paired-pulse
ratio analysis, stimuli were delivered in pairs with 70 ms
interpulse intervals and a frequency of 0.1 Hz.

Calcium imaging

Calcium imaging experiments were performed in CSF-cNs
patched with electrodes containing (in mM): KCI 3,
potassium gluconate 120, NaCl 5, MgCl, 1, CaCl, 0.25,
EGTA 2, HEPES 10, disodium phosphocreatine 10,
Mg-ATP 4, Na;GTP 0.2 (adjusted to pH 7.33 with KOH;
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osmolality 290-295 mosmol kg~!). Cells were loaded with
the fluorescent Ca*" probe Fluo-4 (50 uM, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) through the patch pipette and the
preparation was illuminated (490 nm, excitation band-
pass filter: 490 £ 30 nm; Chroma, Bellows Falls, VT,
USA) using the CoolLED epifluorescence system (p1 Pre-
cisExcite, Andover, UK), The emitted light (520 nm,
emission bandpass filter: 535 + 30 nm and a dichroic
mirror set at 515 nm; Chroma) was collected with a HQ2
CoolSnap CCD camera (Standard mode at 10 MHz and
Gain 1, Photometrics) connected to a PC through a frame
grabber (CoolSNAP LVDS interface card, Photometrics,
Tucson, AZ, USA) and controlled by MetaView software
(Molecular Devices). To optimise imaging conditions
and reduce fluorescence quenching, a square region of
interest (ROI) was drawn around the recorded neuro-
nes, the illumination intensity was set at 25% of the
maximum power. Images were acquired in time laps
mode with 2 x 2 binning for 100 ms every 0.2 s over
a 1 min period (151 images). CSF-cNs were recorded
in current-clamp mode from the resting membrane
potential (RMP) and after a period of baseline recording,
5 consecutive trains of action potentials (APs) (0.5 Hz)
were triggered with a 500 ms DC current pulse (+20 pA)
to induce Ca*" influx following membrane depolarisation
and monitor the elicited elevation in intracellular Ca*".
To test whether the Ca*" elevations were effectively
mediated through Cay activation, recordings were also
carried out in voltage-clamp mode with an intracellular
solution containing (mM): CsCl 3, caesium acetate 100,
NaCl 5, MgCl, 1, CaCl, 1 TEA-CI, 20, EGTA 2, HEPES
10, disodium phosphocreatine 10, Mg-ATP 4, Na;GTP
0.2, with 50 uM Fluo-4 (adjusted to pH 7.36 with
CsOH; osmolality 290-295 mosmol kg~'). CSF-cNs were
depolarised to +10 mV for 100 ms from a holding
potential set at —70 mV and the increase in fluorescence
simultaneously recorded.

Reagents

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich except:
Tetrodotoxin (TTX) from Latoxan (Portes-lés-Valence,
France). 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione disodium salt
(DNQX) from Abcam Biochemicals. (R)-baclofen and
gabazine (SR 95531) from Tocris Bioscience (Bristol, UK).
w-conotoxin GVIA, w-agatoxin IVA and nifedipine from
Alomone labs (Jerusalem, Israel). CGP54626A (CGP)
was a gift from Bernhard Bettler (University of Basel,
Switzerland) and was initially produced by Novartis
Pharma AG (Basel, Switzerland).

Data analysis and statistics

Data analysis. Current and potential responses were
analysed using the Clampfit 10 suite (Molecular Devices
Inc.) and Excel 2016 (Microsoft). In our analysis, the peak
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and the mean amplitudes were considered for current
and voltage responses, respectively (see below). The RMP
was determined in current-clamp mode at I = 0 just
after the whole-cell configuration was achieved as well
as by averaging in the current-clamp recordings a ~1 s
period in the absence of action potentials (APs) and
of current injection (Ijection = 0 pA). AP properties
were analysed either from recordings of the spontaneous
discharge activity (10—30 s periods) or from trains of APs
elicited by the injection of a 4+20 pA DC current pulse
for 500 ms using the ‘threshold detection’ routine from
Clampfit 10 with a threshold setat 0 mV. In each condition,
the principal parameters of APs (amplitude, overshoot,
10-90% rise time and level of after hyperpolarisation)
were determined, as well as AP frequency.

Over the period used to record Ca’" current
(~10 min) we consistently observed a decrease in
the Ca’" current amplitude, known as rundown (see
Discussion). Therefore, to account for this phenomenon
when comparing Ca?* current amplitude over time, we
fitted the baseline data points (control) before drug
application (Ca?* channel blockers, toxins or baclofen)
recorded for each cell with a linear regression function
(y = ax + b; where y and x are the recorded peak
current and time, respectively, and a and b are constants).
The current amplitude in the presence of the drug was
measured from the raw data and compared to the value in
control calculated at the same time points from the linear
regression; this procedure avoided an overestimation for
the degree of inhibition.

To measure changes in fluorescence, i.e. intracellular
calcium concentrations ([Ca®'];), regions of interest
(ROI) were drawn over the CSF-cN soma (ROI Cell,
Fig. 5A) and the background (ROI Bkg, Fig. 5A) on
the recorded images. The average fluorescence intensity
was measured over time from these two ROIs and sub-
sequently, the background fluorescence intensity was
subtracted from the somatic data to compute the net
fluorescence (F). The average fluorescence intensity before
stimulus application (Cay activation or train of APs),
the so-called basal intensity or Fj, was then calculated
over 30-40 images. Finally, the net rise from baseline in
cell fluorescence was calculated as the (F — F,)/F, or
AF/F, ratio and expressed as a percentage. The average
fluorescence intensity was then plotted over time to
illustrate Ca’" transients and the peak amplitude of
the fluorescence rise measured and compared between
the control and the test situations. Fluorescence signal
when using imaging with epifluorescence and diffusion of
Fluo-4 into the cell through the patch pipette exhibits a
progressive decrease in intensity over time, a phenomenon
known as fluorescence bleaching or quenching. We
therefore computed the amount of quenching over time by
fitting the baseline data with a linear regression function
(y = ax + b; where y and x are the AF/F, value and
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time, respectively, and a and b are constants) and sub-
tracted these data from the raw data points in a point
to point manner. To compare the amplitude of the rise
in fluorescence, in control vs. baclofen, the maximum
amplitude recorded after the 5" train of APs was
normalised against that of the 1st train for each recording.

The inhibitory effect of GABAp-R activation on
IPSCs and EPSCs was determined by comparing current
amplitudes of 30 averaged traces including failures
before and during application of baclofen or CGP. The
paired-pulse ratio (PPR) was calculated as the ratio of the
second postsynaptic current (PSC) over the first PSC. The
decay times of EPSCs and IPSCs were obtained by fitting
the decay phase of the current with a single exponential
equation using Clampfit 10. Rise times (10-90%) of
synaptic currents were calculated using the statistics tool
of Clampfit 10. In all figures showing EPSCs and IPSCs,
stimulus artifacts were blanked for clarity.

Statistical analysis. Data were expressed as means £ SD
in text and represented as box-whisker plot using Tukey’s
method with Prism 6 (GraphPad) software or RStudio
1.1.456 (R Studio Team, 2018), as previously described
(Orts-Del'Immagine et al. 2017). Briefly, for each data
set, the median and the 25" to the 75" percentiles
(lower and upper limits of each bar, respectively) are
calculated. Next, the interquartile distance (IQR) is
determined as the difference between the 25" and 75%
percentiles and the whiskers limits or ‘inner fences’
calculated as the 75" percentile plus 1.5 times IQR and
the 25" percentile minus 1.5 times IQR. All data with
values either higher or lower than the inner fences are
represented as individual data points and considered
as outliers. In all the figures where data are presented
with box-and-whiskers plots, the thick horizontal line
represents the median. For all electrophysiological data
and histological experiments, n refers to the number of
recorded cells and to the number of mice exanimated,
respectively. All data were tested for normal distribution
using the Shapiro-Wilk test with Prism 6 software or R
statistics. Data with normal distributions were analysed
with a one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple
comparison post hoc test for the statistical comparison of
multiple groups or with a Student’s two-tailed paired ¢ test
for the comparison of two groups (Prism 6, GraphPad,
La Jolla, CA, USA). Data without normal distributions
were analysed with a Friedman or Kruskal-Wallis test
followed by a post hoc Dunn’s multiple comparisons
test when comparing multiple groups; Mann-Whitney or
Wilcoxon matched-pairs signed rank test when comparing
two groups (Prism 6, GraphPad or R statistics).

For the statistical analysis of Ca’" current blockade
(use of blockers or toxins) and modulation by baclofen,
as well as the reduction in the level of intracel-
lular calcium elevation following activation of GABAg-Rs,
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we had to consider dependent (data within a group)
and independent (data between groups) variables. For
a given cell, the measured parameter or variable
(current amplitude or Ca’" elevation) and its inhibition/
modulation by a drug is considered as a variable dependent
on the condition (baseline or drug) within a given group
while the same variable represents an independent factor
when considered between different groups (control and
drug of different types). Therefore, the statistical analyses
require the use of a mixed effect model considering
in a hierarchical way both dependent and independent
variables. The drug effects within a group and between
different groups on the analysed variable represent fixed
factors (Condition and Group). Finally, because the choice
of the cell recorded for this study was done randomly
among all those available, it was necessary to implement
a statistical model with a factor corresponding to this
random effect. The statistical analyses were carried out
using the ‘linear mixed effect’ (Ime version 3.1-128)
routine (Pinheiro et al. 2016). The Ime model was sub-
sequently tested using an ANOVA (ANOVA.Ime) followed
by a post hoc Dunn’s multiple comparisons test. Wherever
an interaction between the variables and the conditions
was statistically significant we reported the P value. In
the statistical analysis, the differences were considered
significant when P < 0.05. Figures were prepared and
finalised using CorelDraw 2018 (Corel Corporation,
Ottawa, ON, Canada).

Results
CSF-cNs express the B, subunit of the GABAg receptor

A previous publication has shown a strong labelling
for GABAg; subunits in cells of rat spinal cord with
morphological hallmarks of CSF-cNs, that is a small round
cell body with a single process extending toward the CC
(Margeta-Mitrovic et al. 1999). To confirm that GABAg,;
is expressed in CSF-cNs, we performed in the hind-
brain dorsal vagal complex double immunofluorescence
labelling against GABAp, and PKD2L1 channel, a
specific marker for medullospinal CSF-cNs of mouse
(Orts-Del'Immagine et al. 2012, 2014). As described pre-
viously (McDermott et al. 2001; Liu & Wong-Riley, 2005),
cell bodies with a marked immunostaining for GABAg;,
subunits were observed in the dorsal motor nucleus of
the vagus nerve (DMNX) and the hypoglossal nucleus
(XIL, Fig. 1A; n = 3). In addition, an observation at
higher magnification revealed the presence of immuno-
reactivity against GABAg, subunits (arrows) in the soma
of small round cells present around the CC and presenting
a projection towards the CC (open arrowhead, Fig. 1B; n =
3). These cells around the CC were positively immuno-
labelled by antibodies against the PKD2L1 channel, a
selective marker of medullo-spinal CSF-cNs (Fig. 1G;
n = 3). Therefore, our results indicate that medullar
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Figure 1. GABAg receptors are expressed in CSF-cNs but their activation does not mediate Kir3-type
potassium currents

A, image of the mouse brainstem showing immunoreactivity for GABAg1 subunit in the dorsal motor nucleus of
the vagus (DMNX), the hypoglossal nucleus (XIl) and around the central canal (CC). B-D, colocalisation of GABAg,
subunit (red, panel B) with PKD2L1 channel (green, panel C; merged image in panel D) in neurones in contact
with the cerebrospinal fluid (CSF-cNs). GABAgq staining was visualised in soma (arrows) and dendrites (open
arrowheads) of CSF-cNs, but at low levels in their terminal dendritic protrusion or bud (closed arrowheads). E, left:
micrograph showing the typical morphology of CSF-cNs after whole-cell dialysis with Alexa 594 (10 M). CSF-cNs
have a round cell body and extend a dendrite ending with a bud in proximity to the CC. Scale bar, 10 um. E, right:
action potentials evoked by a 500 ms depolarising current pulse (+10 pA) in identified CSF-cNs had the same
properties in controls (black trace) and in the presence of 100 uM baclofen (blue trace). F, in CSF-cNs, pressure
application of 100 M baclofen for 40 s did not induce either a hyperpolarisation under current-clamp recording
(@), or an increase in the holding current under voltage-clamp mode (b). Note the single-channel activity (inset
in Fb) mediated by the PKD2L1 channel, as previously described in CSF-cNs. G, in DMNX neurones, application
of baclofen (100 uM, 40 s) evoked a hyperpolarisation under current-clamp recording (a), or an outward current
when the cell was recorded in voltage-clamp mode (b). Current and voltage responses were abolished by bath
application of the selective GABAg receptor antagonist CGP (2 uM; red traces).
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Table 1. Electrophysiological properties of CSF-cNs before and after the activation of GABAg receptors with baclofen
Control Baclofen P value
Resting potential (mV) —57.08 + 7.39 (n = 12) —53.08 + 6.70 (n = 11) 0.1079
Threshold potential (mV) —37.41 £ 437 (n=38) —35.54 £ 492 (n=7) 0.4290
AP amplitude (mV) 102.30 &+ 7.74 (n = 8) 98.73 4+ 8.58 (n =7) 0.2183
AP frequency (Hz) 17.68 + 5.89 (n = 8) 19.67 + 5.80 (n =7) 0.7345
AP half-width (ms) 3.78 £+ 0.67 (n = 38) 3.83 + 0.66 (n=7) 0.8245

In the presence of 100 uM baclofen, the resting membrane and threshold potential as well as action potentials (APs) parameters are
not significantly different from control (two-tailed paired Student'’s t-test for all comparisons). APs were evoked by +10 pA current

pulses of 500 ms duration.

CSF-cNs express GABAg; subunits (Fig. 1D; n = 3).
GABAGg; coexpressed with PKD2L1 in the somatodendritic
compartment of CSF-cNs (arrows and open arrowheads;
Fig. 1C and D; n = 3) but a clear labelling for GABAg,
was difficult to observe in the bud (closed arrowheads;
Fig. 1Cand D), suggesting a low expression of the protein
in the dendritic terminal protrusion. Altogether, these data
suggest that medullar CSF-cNs possess GABAg-Rs.

GABAg receptors do not mediate Kir3-type potassium
currents in CSF-cNs

We next investigated the functional properties of
GABAg-Rs in CSF-cNs. In different neuronal models,
including the hindbrain, activation of GABAg-Rs was
shown to elicit Kir3-type potassium currents (GIRK). We
therefore assessed whether a similar response is generated
in medullar CSF-cNs. Using whole-cell patch-clamp
recordings in current-clamp conditions, we showed that
local application of baclofen (100 uM, for 30-40 s),
a selective agonist for GABAg-Rs, changed neither the
properties of APs evoked by a depolarising current pulse
(Fig. 1E and Table 1) nor the CSF-cN intrinsic properties
(Table 1). Further, at a holding potential of —50 mV,
in all CSF-cNs tested, baclofen activation of GABAp
receptors failed to elicit either a hyperpolarisation of
the resting membrane potential (RMP, current-clamp
recording, Fig. 1Fa; n 10) or an increase in the
holding current (voltage-clamp recording, Fig. 1Fb; n =
22). Since DMNX neurones also express GABAgp-Rs
(Fig. 1A) and were shown to have GABAp-mediated
potassium currents (Browning & Travagli, 2001), we
tested, as an internal control in the same slice pre-
paration, whether GABAg-R-mediated response can be
recorded. In all DMNX neurones, pressure application of
baclofen (100 uM, 40 s) induced a hyperpolarisation of the
membrane potential by 9.45 + 4.12 mV in current-clamp
mode (Fig. 1Ga; n = 6) or an outward potassium current
under voltage-clamp mode with an average amplitude of
23.67 £ 25.21 pA (Fig. 1Gb; n = 6). Both responses were
fully blocked in the presence of CGP54626A (CGP), a
GABAG-R selective antagonist (Fig. 1Ga and Gb; n = 3).

These data show that GABAj-Rs activate Kir3-type pot-
assium channels in DMNX neurones but not in CSF-cNs.

Characterisation of voltage-gated calcium channels
in CSF-cNs

Injuvenile rats, CSF-cNs were suggested to express calcium
voltage-dependent channels (Cay) (Marichal et al. 2009)
but so far, no functional data are available in adult mice
and the type of Cay expressed is unknown. To address
this point in our model, we carried out voltage-clamp
recordings in conditions enabling selective isolation of the
Ca’* current (see Methods, Recording of voltage-gated
calcium currents) and applied voltage steps (Vip from
—60 to +30 mV, 10 mV increments) for 100 ms from a
holding potential of —70 mV to evoke inward currents
of increasing amplitude (Fig. 2A). The evoked currents
exhibit fast activation at the start of the voltage steps
followed by a sustained current showing little inactivation
and ending with a fast tail current. As illustrated from the
average current—voltage relationship (I-V curve, Fig. 2B)
and the fit of the experimental data using a Boltzmann
function (red line in Fig. 2B), the current activates for
membrane potentials more depolarised than —40 mV,
reaches a peak amplitude of —129.72 £+ 54.91 pA at
a membrane potential of +11.60 £+ 0.43 mV (Fig. 2B;
n = 13). These properties of the recorded current are in
agreement with those reported for high voltage activated
Ca’?* currents (Catterall, 2011) and this assumption is
confirmed by the full block of the current observed in the
presence of 200 ©M cadmium (Cd*"), a selective blocker
of Cay (peak current amplitudes: —177.00 £ 38.36 pA in
control and +7.25 £ 21.32 pA in Cd**; Fig. 2C, n =
12; P < 0.01, Wilcoxon matched-pairs signed ranked
test). Next, we characterised the nature of Cay expressed
by CSF-cNs and underlying the observed current using
selective toxins or inhibitors for the principal Cay sub-
types. In the presence of 500 nM w-conotoxin GVIA
(w-CnTx GVIA), a selective blocker for Cay2.2 (or N-type
Ca?* channels), the amplitude of the recorded current was
strongly reduced (peak current amplitudes: —141.71 +
19.59 pA in control and -52.57 &+ 28.14 pA in w-CnTx
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Figure 2. CSF-cNs express N-type voltage-gated Ca?t channels
A, representative whole-cell current traces recorded in response to
voltage steps from —60 mV to +30 mV (Vsiep, +10 mV increments,
protocol illustrated under the current traces) from a holding
potential of —70 mV (V4,) to elicit Ca2* current in a CSF-cN. The
inset represents the recorded CSF-cN after cell dialysis with Alexa
594 (10 uM) to confirm the morphology. CC: central canal. B,
average current-voltage relationship for the Ca2* currents recorded
in CSF-cNs (n = 13). Data are fitted using a Boltzmann function (red
trace, see Methods for more details). The inset in red gives the values
defining the properties of the Ca?* current in CSF-cNs obtained
from the Boltzmann fit of the average data (see text for details). C,
summary box-and-whiskers plots of the averaged percentage of
Ca?* current blockade in the presence of cadmium (Cd%*; 105 =+
3%; black box, n = 12), w-conotoxin GVIA (w-CnTx GVIA; 64 & 6%;
grey box, n = 7), w-agatoxin IVA (w-AgaTx IVA; 11 £ 2%, light grey
box, n = 11), and nifedipine (14 & 3%; white box, n = 9). Ca’*
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GVIAT; Fig.2C, n=12; P < 0.05, Wilcoxon matched-pairs
signed ranked test). In contrast, in the presence of 500 nM
w-agatoxin IVA (w-AgaTx VIA), a blocker of Cay2.1 (P/Q
type), or 1 uM nifedipine, a blocker of Cay1.2 and 1.3
(neuronal L type), there was only a small decrease in
the Ca’" current amplitude (peak current amplitudes:
—162.64 + 75.60 pA in control and —144 + 60.84 pA
in w-AgaTx VIA, n = 11; —123.17 £ 49.39 pA in control
and -97.33 & 29.37 pA in nifedipine, n = 6; P < 0.01
and P < 0.05, respectively, Wilcoxon matched-pairs signed
ranked test). Taken together, our results demonstrate that
medullar CSF-cNs express functional voltage-dependent
Ca’* channels that are primarily of the Cay2.2 type (N

type).

GABAg receptors are functional in CSF-cNs
and modulate voltage-gated calcium channels

Classically GABAg-R activation has been shown to inhibit
Cay both at pre- and postsynaptic levels and therefore
to modulate cellular activity and synaptic transmission
(see below), respectively. To assess whether GABAg-Rs
activation modulates Cay in CSF-cNs, we elicited peak
Ca** currents (holding potential of —70 mV, voltage step
to +10 mV) and tested the effect of baclofen on the current
amplitude. Figure 3A and Billustrates representative traces
showing the effect of baclofen on Ca** current recorded
in two CSF-cNs in the absence and presence of CGP. In
all tested CSF-cNs, baclofen application (100 uM, for
30 s) induced a rapid and long-lasting inhibition of Ca*"
currents (Fig. 3C and D; n = 13) that slowly reversed
upon baclofen wash out. In the presence of CGP, the
baclofen-mediated Ca®* current inhibition was strongly
reduced (Fig. 3A-D; n = 14).

G protein coupled receptors (GPCR) of the Gayjo
type primarily inhibit Ca>" current through the direct
binding of the GBy subunits to the channel. This
inhibition is voltage dependent and can be removed by
a strong depolarisation (Herlitze et al. 1996; Ikeda, 1996).
To test whether the observed effect on Ca®t currents
following GABAg-R activation is mediated through a
similar mechanism in CSF-cNs, we used the classical triple
pulse protocol (see Methods, Recording of voltage-gated
calcium currents). In controls, the Ca?t current elicited
by the prepulse and the postpulse had similar average
amplitudes of —176.83 + 99.62 pA and —149.43 +
65.48 pA, respectively (Fig. 4Aa; n = 9, P = 0.3719 pre-
vs. postpulse amplitude in control, ANOVA.Ime/post hoc
Dunn’s multiple comparison test) and the pre/postpulse

current sensitivity to cadmium and @-CnTx GVIA is significantly
higher compared to that observed in the presence of w-agatoxin IVA
(***P < 0.0001, **P < 0.01; Kruskal-Wallis/Dunn’s post hoc multiple
comparison test).
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ratio was around 95% (Fig. 4D; n = 9). As illustrated
for a representative recording (Fig. 4Aa and Ba), baclofen
application strongly reduced the peak amplitude of the
Ca’* current activated during the prepulse (average peak
amplitude: —61.76 & 44.41 pA, n = 9; ANOVA.Ime/post
hoc Dunn’s test, P < 0.0001 compared to control; see
above; (1) in Fig. 4Aa, Ba, C and D). Note that the
level of inhibition was similar to that reported in Fig. 3
(inhibition: 51 4 24%; n = 13, in Fig. 3D for single
pulse protocol; 52 £ 24%; n = 9, in Fig. 4D for triple
pulse protocol; Mann-Whitney test, P=0.8409). However,
following the depolarisation to +100 mV, the current
inhibition mediated by baclofen was strongly reduced
for the postpulse compared to the prepulse in the same
conditions and the average peak amplitude was similar
to that observed for the postpulse recordings in controls
(control postpulse: —149.43 £ 65.48 pA; baclofen post-
pulse: —114.66 £ 63.99 pA, P = 0.078 and prepulse
vs. postpulse in baclofen, P < 0.01, ANOVA.Ime/post
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hoc Dunn’s multiple comparison test; n = 9; (2) in
Fig. 4Aa, Baand C; n=9). Accordingly, the pre/postpulse
ratio decreased by around 40% compared to the control
situation (Fig. 4D; n = 9). In the presence of CGP, the
inhibition of the Ca** current by baclofen was strongly
reduced for the current elicited by the pre- and post-
pulse (average peak amplitude: —179.59 & 72.86 pA and
—166.84 £ 79.71 pA for the prepulse (P = 0.9591) and
—154.22 +£60.94 pA and —144.32 4= 59.82 pA for the post-
pulse (P = 0.9901) in CGP in the absence or presence of
baclofen, respectively, n = 10; P = 0.0703 and 0.9801 for
the pre- and postpulse in baclofen in the absence (n=9) or
presence (n = 10) of CGP; ANOVA.Ime/post hoc Dunn’s
multiple comparison test; see (2) in Fig. 4Ab, Bb, and
C). In the presence of CGP alone and with baclofen, the
pre/postpulse ratio was similar to that observed in control
and close to 100% (Fig. 4D; n = 10). Altogether, these
results show that GABAgR-Rs are functional in CSF-cNs
and inhibit Ca®* current through a GBy-mediated effect.
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Figure 3. Activation of GABAg receptors by baclofen inhibits Ca?t current

A, representative peak Ca* currents traces elicited with a voltage step to +10 mV from a holding potential of
—70 mV and recorded in two different CSF-cNs in control (top, 1, black traces) or in the presence of 2 uM CGP
(bottom, 2, red traces) and in the presence of 100 ©M baclofen (top 1, blue trace) alone or with CGP (bottom,
2, violet trace). B, time course of the Ca?* current peak amplitude for one recording in control (black circles) and
the recordings presented in A in the absence (1, blue circles) and presence (2, red circles) of 2 uM CGP. Baclofen
was applied at 100 uM by pressure for 30 s, as indicated by the blue bar. C, summary box-and-whiskers plots for
the average Ca* current peak amplitude before and during baclofen application and in the absence or presence
of CGP (control, black box: —159.33 £ 87.18 pA, n = 13; baclofen, blue open box: —60.63 & 39.44 pA, n =
13; CGP, red open box: —172.56 + 66.74, n = 14 and baclofen in CGP, violet open box: —154.65 + 72.62, n =
14; ***P < 0.0001, **P < 0.01, *P < 0.05; ANOVA.Ime/Dunn’s post hoc multiple comparison test). D, summary
box-and-whiskers plots for the Ca2* current inhibition induced by baclofen in the absence (blue open box) and
presence (violet open box) of CGP. Baclofen produced a significant inhibition of the Ca2* current peak amplitude,
while in the presence of CGP this inhibitory effect was abolished (baclofen: 49 4+ 6%, n = 13; baclofen in CGP:
7 + 4%, n = 14; ***P < 0.0001, Mann-Whitney test).
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Figure 4. GABAg receptors inhibit voltage-gated Ca?* channels through a Gy-mediated mechanism
A, representative traces illustrating the peak Ca?* current recorded in two CSF-cNs in control (a) or in the presence
of 2 uM CGP (b) using a triple pulse protocol where 2 voltage steps to +10 mV (50 ms) from a holding potential
of —70 mV are applied and separated by a depolarising step to +100 mV for 50 ms. The recording protocol is
illustrated below the traces in panel a and the pulses before and after the depolarisation to +100 mV represent
the prepulse (black font) and postpulse (grey font), respectively. Aa, current traces recorded in control (black trace)
in the presence of baclofen (blue trace) and elicited by the prepulse (1) and the postpulse (2). Ab, recordings in
the presence of 2 uM CGP before (red trace) and during baclofen application (violet trace) for the prepulse (1)
and the postpulse (2'). B, time course of the Ca?t current peak amplitude for the neurones illustrated in Aa and
Ab and illustrating the baclofen effect on the amplitude of the Ca?* current elicited by the prepulse (a) and the
postpulse (b) in the absence (1 and 2, blue circles) and the presence of 2 uM CGP (1" and 2, red circles). Baclofen
was pressure applied at 100 M for 30 s as indicated by the blue bars. C, summary box-and-whiskers plots for
the Ca?t current inhibition induced by baclofen in the absence (blue box) and presence (violet box) of 2 uM
CGP for the prepulse (open box) and the postpulse (grey box) as indicated above the graph. Baclofen produced
a significant inhibition of the peak Ca2* current amplitude elicited by the prepulse that was larger than that
observed for the postpulse Ca2*t current (baclofen: 52 4+ 24% for the prepulse and 19 =+ 8% for the postpulse,
n =9). In the presence of CGP, the baclofen inhibitory effect was strongly and significantly reduced and there
was no significant difference between the inhibition observed for the pre- and postpulse currents (baclofen in
CGP: 4 + 12% for the prepulse and 3 £+ 7% for the postpulse, n = 10). D, summary box-and-whiskers plots
for the prepulse/postpulse ratio recorded in control (black box), in baclofen (blue open box), in CGP (red open
box) and in baclofen with CGP (violet open box). In the presence of baclofen alone, the prepulse/postpulse ratio
was strongly reduced (control: 98 + 6%, baclofen: 62 & 27%, n = 9). In the presence of CGP, baclofen failed to
reduce the prepulse/postpulse ratio (CGP: 102 + 11%, baclofen in CGP: 103 + 14%, n = 10; P = 0.9998). The
prepulse/postpulse ratios calculated in the presence of CGP and baclofen with CGP were both significantly higher
than that calculated for baclofen alone (see above; ***P < 0.0001 for the ratio with baclofen alone compared to
CGP alone and CGP with baclofen, respectively). Statiscal test: ANOVA.Ime/Dunn’s post hoc multiple comparison
test; ***P < 0.001, **P < 0.0001.
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GABAg receptor activation reduces action potential
evoked intracellular calcium rises

Following activation of Cay, the Ca?* influx will induce
an elevation in the intracellular Ca** concentration
([Ca**];). Using combined electrophysiology and Ca*"
imaging with Fluo-4, we tested the consequence of
GABA3-R activation on [Ca’"]; increase induced by a
short depolarisation. First, when Ca?t currents are elicited
in voltage-clamp mode (from —70 mV to +10 mV for
100 ms), the Fluo-4 fluorescence, i.e. [Ca*t]; in CSF-cN
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soma increased by 560 & 313% (n = 5; data not shown)
from baseline. This result confirms that activation of Cay
elicits a large elevation in [Ca’"];. Next, to reproduce
a more physiological condition, we elicited [Ca’'];
elevation using 5 consecutive trains of APs by injecting
in current-clamp mode +20 pA DC current from the
CSF-cN RMP (Fig. 5A and B; see Methods, Calcium
imaging). As expected, [Ca*"]; increased by 14 + 14%
(AF/Fy; n = 12) from baseline on the first AP train and
subsequent trains of APs induced a cumulative rise in
[Ca*"]; to reach on average an amplitude of 38 + 43%

80

404 é
o] |

o
1

CGP+

¢ baclofen baclofen

Figure 5. GABAg receptor activation inhibits intracellular Ca?* increase induced by Cay activation

A, representative average images illustrating in control (a) and in the presence of baclofen (b, 100 M) the baseline
fluorescence (1) acquired in one CSF-cN recorded in current-clamp mode at the resting membrane potential (RMP:
—56 mV) and dialysed (whole-cell configuration) with 50 M Fluo-4, a Ca2*-sensitive fluorescent probe, (2) the
maximum fluorescence increase after 5 consecutive trains of action potentials (APs) and (3) the fluorescence at
the end of the recovery period (see also control and baclofen in panel B, black and blue lines respectively). Images
are presented in pseudocolour (black: low fluorescence; red: high fluorescence) and each average was obtained
from 5 consecutive images (~1 s) in the different conditions. Dashed white line delineates the central canal (CC)
and yellow dashed lines represent the regions of interest (ROI) drawn in the background (ROI Bkg) and on the
CSF-cN soma (ROI Cell). These two ROIs were used to calculate the net average fluorescence intensity (AF/Fo;
see Methods) and generate the fluorescence time course, i.e. the calcium transient. The 5 trains of APs were
triggered with a DC current injection pulse of +20 pA for 500 ms delivered at 0.5 Hz. B, time course of the net
fluorescence changes acquired in control (black trace) and in the presence of 100 M baclofen applied during the
AP train (blue trace) from the cell illustrated in A. The arrows under the traces represent the time point when each
train of APs was triggered. Trace was corrected for fluorescence quenching. C, summary box-and-whiskers plots
for the normalised fluorescence increase recorded after the 5th train of APs in control (black box), in baclofen
(blue open box), in CGP (red open box) and in baclofen with CGP (violet open box). In the presence of baclofen
alone, the net increase in fluorescence was significantly reduced while that effect was abolished when CGP was
bath applied (control: 282 + 51% and baclofen: 166 4 35%, n = 6; CGP: 429 + 170% and baclofen in CGP:
379 + 158%, n =7; **P < 0.01, *P < 0.05, ANOVA.Ime/Dunn’s post hoc multiple comparison test). D, summary
box-and-whiskers plots for the decrease in the normalised fluorescence rise recorded after the 5th train of APs in
the presence of baclofen alone (open blue box, n = 6) and in the presence of baclofen with CGP (open violet box,
n = 7). In the presence of CGP, the decrease in the recorded fluorescence rise was significantly reduced (baclofen
alone: 40 + 15%, n = 6; baclofen in CGP: 9 & 18%, n = 7; *P < 0.05, Mann-Whitney test).
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from baseline on the 5% train (Fig. 5Aa and B; n = 12).
This [Ca**]; elevation corresponded to 292 + 70% when
normalised to the increase recorded for the 1st AP train
(Fig. 5C; n = 12). At the end of the 5% train of APs, the
[Ca’*]; slowly decreased in an exponential manner to
return after several seconds to a value similar to the base-
line value (3 in Fig. 5A and B). As illustrated in Fig. 5Ab
and B for a representative recording, in the presence of
baclofen, the amplitude of the [Ca®"]; elevation, recorded
on the 5" train of APs, was reduced by nearly half (Fig. 5C
and D; n = 6). We reproduced the same protocol in the
presence of CGP and, in 7 out of 9 cells recorded, baclofen
application failed to reduce the [Ca?*]; elevation (Fig. 5C
and D; n = 7). Our results, therefore, indicate that
CSF-cN depolarisation following a train of APs induces
an elevation of [Ca’"]; through activation of Cay2.2 and
that GABAg-R activation leads to a reduction in this rise.

Inhibitory synaptic transmission is modulated
by GABAg receptors in CSF-cNs

Activation of GABAg-Rs inhibits synaptic transmission
by acting on voltage-gated calcium channels at a variety
of central synapses. Therefore, we studied in CSF-cNs
the effect of baclofen on postsynaptic inhibitory (IPSCs)
and excitatory synaptic currents (EPSCs) evoked by
local electrical stimulation. Our previous work has
demonstrated the presence of spontaneous inhibitory
synaptic transmission (Orts-Del'Immagine et al. 2012)
but electrically evoked IPSCs have never been recorded
in CSF-cNs. Thus, we first characterised evoked IPSCs
in medullar CSF-cNs. In the presence of DNQX (20 uM)
and strychnine (1 uM) to block respectively glutamatergic
and glycinergic receptors, electrical stimulation (50—60V,
100 wus) at a frequency of 0.1 Hz elicited postsynaptic
inward currents in CSF-cNs voltage-clamped at —60 mV
(Fig. 6Aa and b). Postsynaptic inward currents were
reversibly reduced by bath application of gabazine, (GBZ,
10 uM), a selective GABA, receptor antagonist, with a
percentage of inhibition of 98 + 6% (Fig. 6Aa, Ab and B;
n=10). In addition, the reversal potential of postsynaptic
inward currents determined by measuring the current
amplitudes at different holding potentials from —60 to
+40 mV (with 20 mV increments) was —9.75 &+ 3.15 mV
(Fig. 6C and D; n = 6), which is close to the calculated
equilibrium potential for chloride ions (+3.2 mV). These
results show that evoked IPSCs recorded in CSF-cNs
were mediated by GABA, receptors. We next checked
whether baclofen has an inhibitory effect on evoked IPSCs.
Bath application of the selective GABAg receptor agonist
baclofen (100 uM) powerfully reduced the amplitudes of
evoked IPSCs recorded in CSF-cNs at a holding potential
of —60 mV, with a percentage inhibition of 82 & 12%
(Fig. 6Ea, Eb and F; n = 6). The inhibitory effect of
baclofen was reversed by bath application of 2 uM CGP
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(Fig. 6Ea, Eb and F; n = 6). Therefore, our data show
that GABAg-R activation inhibits the GABA,-dependent
inhibitory synaptic transmission in CSF-cNs.

GABAg receptors inhibit excitatory synaptic
transmission in CSF-cNs

We previously reported that CSF-cNs express AMPA/
kainate receptors but stimulation of neurotransmitter
release with a hypertonic shock did not evoke EPSCs
and therefore we suggested that CSF-cNs do not
receive excitatory synaptic inputs (Orts-Del'Immagine
et al. 2016). However, the mechanisms involved in
the enhancement of the transmitter release by hyper-
tonic shocks are not yet known and in neurones the
enhancement is not dependent on calcium entry into pre-
synaptic terminals (Rosenmund & Stevens, 1996; Mochida
et al. 1998). In this study, we therefore tested whether
EPSCs can be induced in CSF-cNs following presynaptic
calcium influx induced by electrical stimulation. In the
presence of gabazine and strychnine to block, respectively,
GABA,- and glycine receptor-dependent synaptic trans-
mission, electrical stimulation (50—60 V, 100 us) at a
frequency of 0.1 Hz and from a holding potential of
—60 mV induced fast postsynaptic inward currents in
CSF-cNs that were reversibly inhibited by bath application
of DNQX (20 M), an AMPA/kainate receptor antagonist
(Fig.7Aa, Aband B). The percentage of inhibition of EPSCs
by DNQX was 95 £ 6% (n = 7). Moreover, the reversal
potential determined by recording postsynaptic currents
at a holding potential ranging from —60 to +40 mV
(20 mV increments) was 0.60 &= 7.10 mV (Fig. 7Cand D,
n=5), consistent with the multiple cationic permeability
of AMPA/kainate receptors. These data show that electrical
stimulation evoked EPSCs mediated by AMPA/kainate
receptors in CSF-cNs. We further studied the effect of
GABAg-R activation on excitatory synaptic transmissions
in CSF-cNs. At a holding potential of —60 mV, bath
application of baclofen (100 #M) had a marked inhibitory
effect on the amplitudes of EPSCs recorded in CSF-cNs,
with a percentage of inhibition of 63 £ 16% (Fig. 7Ea,
Eb and F, n = 7). Bath application of the antagonist
CGP reversed the inhibitory effect of baclofen on EPSCs
(Fig. 7Ea, Eband F; n = 7). These results show for the first
time that CSF-cNs receive excitatory glutamatergic inputs
and that activation of GABAg receptors has an inhibitory
effect on the excitatory synaptic transmission.

Presynaptic action for GABA; receptor-mediated
inhibition of inhibitory and excitatory synaptic
transmission

We then examined whether the baclofen-mediated
inhibition of EPSCs and IPSCs in CSF-cNs is caused by a
pre- or postsynaptic mechanism. For this purpose, we first
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evoked synaptic responses by paired-pulse stimulation and
we compared the paired-pulse ratio (PPR: amplitude of
the second postsynaptic current/amplitude of the first
postsynaptic current) before and during application of
baclofen and CGP. At a stimulus interval of 70 ms
(50—60 V, 100 us for each pulse) and from a holding
potential of —60 mV, bath application of baclofen (20 uM)
significantly increased the PPR of both IPSCs (Fig. 8A and

N. Jurci¢ and others
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C) and EPSC:s (Fig. 8B and D) by, respectively, 65 & 37%
(n=17)and 92 + 70% (n = 7), largely due to a reduction
in the amplitude of the first response (see lower traces in
Fig. 8A and B). Bath application of CGP (2 uM) reversed
the increase in PPR induced by baclofen of both IPSCs
(Fig. 84 and C) and EPSCs (Fig. 8B and D). To confirm
further the presynapticlocus of GABA receptor-mediated
inhibition, we next checked whether there is a postsynaptic
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Figure 6. Baclofen inhibits evoked inhibitory synaptic transmission in CSF-cNs

A, IPSC peak amplitudes plotted versus time (a) and representative averaged traces (b) before (black trace), during
(orange trace) and after (green trace) bath application of the selective GABAa receptor antagonist gabazine (GBZ,
10 uM). IPSCs were evoked every 10 s at a holding potential of —60 mV and in the presence of 20 xM DNQX
(an AMPA/kainite antagonist) and 1 ©M strychnine (a glycine receptor antagonist). B, box-and-whisker plots of
IPSCs peak amplitudes in control and in the presence of gabazine. Gabazine had a significant inhibitory effect on
IPSC amplitude (control: —71.39 &+ 58.04 pA, n = 10; gabazine: —1.84 £ 5.60 pA, n = 10; **P < 0.01, Wilcoxon
matched-pairs signed rank test). C, averaged IPSCs traces in response to voltage-step applications from —60 mV
to +40 mV using 20 mV increments. D, IPSC mean peak amplitudes plotted against the holding potential. The
indicated reversal potential was determined from the linear regression of the current-potential relationship (R? =
0.99). E, time course of peak IPSCs amplitudes (a) and representative averaged traces (b) before (black trace) after
bath application of 100 uM baclofen (selective agonist of GABAg receptors, blue trace) and 2 uM CGP (selective
antagonist of GABAg receptors, red trace). IPSCs were evoked at 0.1 Hz and at —60 mV. F, box-and-whisker
plots of IPSCs amplitudes in control and in the presence of baclofen and CGP. Baclofen significantly reduced
the amplitude of IPSCs and the inhibitory effect was reversed with CGP (control: —42.82 + 15.82 pA, n = 6;
baclofen: —6.38 4 1.97 pA, n = 6; CGP: —50.78 £ 30.12 pA, n = 6; *P < 0.05, Friedman/Dunn post hoc multiple

comparison test).
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interaction between GABAjg receptors and GABA, or
AMPA/kainate receptors by analysing the kinetics of
evoked IPSCs and EPSCs, respectively. We found that
application of baclofen (20 uM) did not affect either the
decay time or the 10-90% rise time of IPSCs (Fig. 8E
and G) and EPSCs (Fig. 8F and H). Therefore, these
results suggest that inhibition of both inhibitory and
excitatory synaptic transmission by baclofen is mediated
by activation of presynaptic GABAjg receptors.

GABAg modulation of CSF-cN activity in mouse brainstem 15

Discussion

Over the last few years, substantial advances have been
made in identifying membrane proteins expressed in
medullar CSF-cNs and involved in the control of their
excitability. Excitation in CSF-cNs was shown to be
mediated by pH sensitive PKD2L1 and ASICs channels
whereas inhibition involves ionotropic GABA , and glycine
receptors (Orts-Del'Immagine et al. 2012, 2016). In
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Figure 7. Evoked excitatory synaptic transmission is inhibited by baclofen in CSF-cNs

A, time course of peak EPSCs (a) and representative averaged traces (b) before (black trace), during (orange trace)
and after (green trace) bath application of the selective antagonist of AMPA/kainate receptors DNQX (20 pM).
EPSCs were recorded every 10 s at a holding potential of —60 mV and in the presence of gabazine (10 uM)
and strychnine (1 ©M). B, box-and-whisker plots of EPSCs amplitudes summarising the inhibitory effect of DNQX
(control: —38.43 4+ 19.51 pA, n = 7, DNQX: —1.57 & 1.91 pA, n = 7; **P < 0.01, Student'’s two-tailed paired t
test). C, averaged EPSCs traces recorded at different holding potentials (from —60 to +40 mV). D, plot of the mean
current amplitude of EPSC against the holding membrane potential. EPSCs had a linear relationship to holding
membrane potential and linear regression analysis showed an extrapolated reversal potential close to 0 mV (R? =
0.99). E, EPSC peak amplitudes plotted versus time (a) and representative averaged traces (b) before (black trace)
and after bath application of 100 M baclofen (blue trace) and 2 uM CGP (red trace). EPSCs were evoked at
0.1 Hz and at —60 mV. F, summary box-and-whisker plots showing the effect of baclofen on EPSC amplitudes.
Baclofen had a significant inhibitory effect on EPSC amplitudes that was reversed with CGP (control: —37.96 +
10.64 pA, n = 7, baclofen: —14.86 & 9.79 pA, n = 7; CGP: —37.59 £ 12.99 pA, n = 7; ****P < 0.0001, repeated
measures ANOVA/Tukey post hoc multiple comparison test).
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the present study, we provide additional insights into
the functional properties of CSF-cNs by analysing the
contribution of metabotropic GABAg-Rs in the control
of CSF-cNs activity. We demonstrate that GABAg-Rs
are present in CSF-cNs, but they do not activate the
canonical GIRK pathway. In contrast, CSF-cNs express
primarily N-type voltage-gated Ca®" channels (Cay2.2).
Activation of GABAj receptors recruits Gy subunits
to inhibit Cay2.2 activity and reduces the increase in
intracellular Ca’". Our study further shows, for the
first time in rodents, that CSF-cNs have AMPA/kainate
receptors that are engaged in a synaptic transmission,
which demonstrates that CSF-cNs receive an additional

J Physiol 0.0

excitatory control through glutamatergic inputs. Finally,
we found that GABAg receptors are located presynaptically
on both GABAergic and glutamatergic terminals and their
activation inhibits the release of GABA and glutamate
onto CSF-cNs. The schematic illustration in Figure 9
summarises the overall results.

Absence of GIRK-dependent inhibition in CSF-cNs

The most intriguing result reported here is the lack of
GABAg-mediated GIRK response in CSF-cNs. Indeed, our
data revealed that the application of baclofen, the selective
agonist of GABA-Rs, had no effect in all cells tested,
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Figure 8. Baclofen increases the paired-pulse ratio of both IPCSs and EPSCs but has no effect on their

kinetics

A, upper traces: representative averaged IPSCs recorded by a paired-pulse stimulation at an interstimulus interval
of 70 ms before (black) and in the presence of 20 M baclofen (blue) and 2 M CGP (red). IPSCs were recorded
at 0.1 Hz from CSF-cNs voltage-clamped at —60 mV in aCSF containing DNQX (20 ©M) and strychnine (1 uM). A,
lower traces: IPSCs recorded without (black) or in the presence of baclofen (blue) were scaled to the first response.
B, upper traces: representative paired-pulse EPSCs averaged traces evoked at an interstimulus interval of 70 ms
before (black) and in the presence of 20 uM baclofen (blue) and 2 uM CGP (red). EPSCs were recorded every
10 s at —60 mV and with aCSF containing gabazine (10 M) and strychnine (1 wM). B, lower traces: EPSCs
recorded without (black) or in the presence of baclofen (blue) were scaled to the first response. C, summary
box-and-whisker plots showing the effect of baclofen on the paired-pulse ratio of IPSCs (PPR: amplitude of the
second IPSC/amplitude of the first IPSC). Baclofen significantly increased the PPR of IPSCs and its effect was
reversed with CGP (control: 0.72 + 0.23, n = 7; baclofen: 1.22 + 0.50, n = 5; CGP: 0.65 + 0.26, n = 7,
*P < 0.05, repeated measures ANOVA/Tukey post hoc multiple comparison test). D, summary box-and-whisker
plots showing that baclofen significantly increased the paired-pulse ratio of EPSCs (PPR: amplitude of the second
EPSC/amplitude of the first EPSC). The baclofen-mediated increase of the PPR was reversed with CGP (control:
0.85 + 0.40, n = 7; baclofen: 1.52 & 0.73, n = 7; CGP: 0.86 &+ 0.43, n = 7: **P < 0.01, repeated measures
ANOVA/Tukey post hoc multiple comparison test). £ and F, summary box-and-whisker plots showing that IPSCs
(E) and EPSCs (F) had similar decay times between control (IPSC: 22.35 + 3.01 ms, n = 11; EPSC: 2.71 + 0.50 ms,
n = 9) and 20 uM baclofen (IPSC: 23.07 + 3.26 ms, n = 11; P = 0.5305, Student’s two-tailed paired t test;
EPSC: 2.82 £ 0.48 ms, n = 9; P = 0.6106, Student’s two-tailed paired t test). For both IPSCs and EPSCs, decay
time constants were obtained from a monoexponential fit to the decay phase of synaptic currents. G and H,
box-and-whisker plots summarising the effect of baclofen (20 M) on the 10-90% rise time of evoked IPSCs (G)
and EPSCs (H). Baclofen had no significant effect on the 10-90% rise time of IPSCs (control: 1.68 £+ 0.55 ms, n =
11; baclofen: 1.68 £ 0.63 ms, n = 11; P = 0.9810, Student's two-tailed paired t test) and EPSCs (control: 0.79 =+
0.25 ms, n = 9; baclofen: 0.89 4 0.63 ms, n = 9; P = 0.6065, Student’s two-tailed paired t test).
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neither on holding currents when CSF-cNs were recorded
in voltage-clamp mode, nor on membrane potentials
under current-clamp recordings. However, GABAg-Rs
had an inhibitory effect on Cay channels mediated by
Gpy activation, indicating that GABAg-Rs are functional
at the membrane of CSF-cNs and able to activate the
G protein-dependent signalling cascade. Furthermore,
GABAp-R activation induced classical outward KT
currents in other neurones of the brainstem such as
DMNX neurones, as previously shown (Browning &
Travagli, 2001), which rules out eventual bias in our
recording conditions of GIRK responses.

Postsynaptic GABAg-Rs express after birth but they
do not open GIRK channels in developing brain in the
first days of life (Gaiarsa & Porcher, 2013). GABAg-R-
mediated GIRK currents establish in brain rodents after
the first postnatal week (Luhmann & Prince, 1991; Gaiarsa
et al. 1995) or at the latest between the third and the fifth
postnatal week (Nurse & Lacaille, 1999; Lei & McBain,
2003). In our study, we recorded CSF-cNs in 8- to
12-week-old adult mice, therefore in a time window in
which GABAg-Rs are supposed to be fully mature and
trigger GIRK currents. However, CSF-cNs were shown
to retain some immature features in adulthood because
they continue to exhibit immature markers such as
the expression of doublecortin or Nkx6.1 proteins, as
well as a high resting potential and input resistance
(Orts-Del'Immagine et al. 2012, 2014, 2017). As GIRK
inhibition has been shown to appear in mature neuro-
nes (Mongiat et al. 2009; Gonzalez et al. 2018), one
could suggest that the lack of GABAg-R-mediated GIRK
inhibition in CSF-cNs is the consequence of their
persistent immature state. The physiological conditions
in which CSF-cNs terminate their development, as well as

Postsynaptic Ca, Inhibition

Figure 9. Cartoon summarising the
function of GABAg-Rs in CSF-cNs
CSF-cNs express GABAg-Rs that inhibit
voltage-gated calcium (Cay) channels
through the recruitment of GBy-subunits.
Note that following GABAg-R activation no
G protein-activated inwardly rectifying K+
(GIRK) response could be observed.
GABAg-Rs are also localised presynaptically
on GABAergic and glutamatergic axon
terminals forming synapses onto CSF-cNs,
and their activation inhibits the release of
GABA and glutamate, respectively.

GABAergic
synapse
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the underlying mechanisms, are still unknown, but the
expression of GIRK inhibition concomitantly with the
full maturation of CSF-cNs may strongly change their
excitability properties (Mongiat et al. 2009). Interestingly,
in developing brain regions where GABAg-Rs do not
control cell excitability by gating GIRK channels, it was
shown that the receptor is coupled to signalling pathways
involved in neuronal development (Bony et al. 2013;
Gaiarsa & Porcher, 2013; Giachino et al. 2014). One could
therefore hypothesise that GABAg-Rs might be involved
in maturation processes of CSF-cNs, but further studies
will need to address this potential function for GABAg-Rs
in CSF-cNs.

CSF-cNs express voltage-gated Ca* channels and they
are inhibited by GABAg receptors

To date there is little information about the Cay expression
and function in medullo-spinal CSF-cNs, nor about
the isoform(s) expressed. Classically, depending on the
a-subunit forming the channel, Cay can be subdivided
in high (Cay1l and 2) and low voltage-activated (Cay3)
channel classes comprising different isoforms based on
channel electrophysiological properties (Catterall, 2011).
Here, using a selective pharmacological approach, we
conducted the first characterisation of Cay expression
in CSF-cNs from adult mice. Our results indicate that
CSF-cNs express primarily the N-type Ca*" channels
(Cay2.2; around 80% of the total current) along with
Cay2.1 (P/Q-type) and Cay1.2 and 1.3 (neuronal L-type),
although at a lower level (<20% of the total current).
All identified isoforms are the neuronal forms of
high-voltage activated Ca** channels (Catterall, 2011), a
result consistent with the neuronal nature of CSF-cNs.
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Marichal and colleagues (2009) indicated that CSF-cNs
recorded from juvenile rats express T-type Ca*" channels
(Cay3). This subtype is characterised by an activation
around —60 mV (low-voltage) and a fast inactivation
around —40 mV (Fox et al. 1987; Tkeda & Dunlap, 2007;
Catterall, 2011). Our results suggest that CSF-cNs from
adult mice do not express the Cay3 subtype. Indeed,
in adult mouse CSF-cNs, Ca’" currents could only be
activated for membrane potentials higher than -40 mV and
we did not observe in the current-voltage relationships the
characteristic shoulder (between —60 and -40 mV) under-
lying Cay3 activation.

The characterisation of Cay subtypes expressed in
CSF-cNs and the analysis of their modulation following
GABAg-R activation typically required 10 min long
recordings, a period over which we observed a decrease in
the Ca*" currentamplitude by 35.8 + 9% (n=13), evenin
the presence of 10 mM intracellular EGTA as Ca** buffer
(slow kinetics), while the access resistance and the holding
current remained unchanged over the same period of time
(data not shown). Calcium currents have been reported to
undergo rundown when recorded over long periods in the
whole-cell configuration and this phenomenon is largely
due to a Ca*"-dependent mechanism (Belles et al. 1988).
In the presence of 10 mM BAPTA, another type of Ca**
buffer with faster binding kinetics and higher buffering
capacity, we observed a similar phenomenon (amplitude
decreased by 24.2 + 4%, n=11; P=0.706 when compared
to recordings with EGTA, Mann-Whitney test; data not
shown). This result would suggest that the observed
rundown is not Ca** dependent and would involve some
other regulatory processes. On the other hand, CSF-cNs
are small neurones (~ 10 pwm diameter) with little cytosolic
space, and one could suggest that recordings performed
under whole-cell configuration would lead to massive
dialysis of intracellular compounds necessary for Ca**
channel activity. To characterise the molecular basis of the
observed rundown, one would need to carry out a set of
specific experiments but, since this is beyond the scope of
the present study, it was not further addressed.

In the past decades, numerous studies have
demonstrated that Ca*t channels, especially Cay2.2 in
neurones, are inhibited by activation of metabotropic
receptors primarily of the Gy, type (Pertussis toxin
sensitive) (Ikeda & Dunlap, 1999, 2007; Dolphin, 2003)
through the direct binding to the channel of the GBy
dimers (Bean, 1989; Ruiz-Velasco & Ikeda, 2000; Dolphin,
2003; Zamponi & Currie, 2013). Medullar CSF-cNs receive
GABAergic synaptic entries that would activate both
synaptic ionotropic GABA, and metabotropic GABAp
receptors. The latter GABAergic receptor subtype was
shown in different neuronal populations to inhibit both
pre- and postsynaptic Ca’>" channels (Pérez-Garci et al.
2006; Booker et al. 2018). Consistent with the literature,
we demonstrate in medullar CSF-cNs that GABAg-Rs
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strongly and selectively inhibit Cay2.2 and we show
that this inhibition is mediated by a voltage-dependent
Gpy mechanism. As a consequence, GABAg-R-mediated
Cay inhibition leads to a decrease in the Ca®* influx
and thus in the intracellular Ca** concentration. Except
for its role in triggering neurotransmission, Ca®* plays
crucial functions in the regulation of neuronal physio-
logy and activity. First, at the genomic level, Ca**
was shown to stimulate Ca’>"-regulated-kinase-cascades
and phosphorylation of AMP-response element binding
protein (CREB) and to play a role in gene transcription
(Gallin & Greenberg, 1995; West et al. 2001). Thus,
variation in intracellular Ca’" might recruit basal
transcription machinery in CSF-cNs, leading to an
activity-dependent protein expression. Second, several
reports indicate that Ca®" is capable of activating
or modulating sodium, potassium (Shah et al. 2006)
and chloride (Frings ef al. 2000) ionic conductance
and/or of regulating postsynaptic receptors through
Ca?*-dependent phosphorylation processes (Booker et al.
2018). Similar mechanisms might exist in CSF-cNs to
regulate their activity and excitability. Finally, PKD2L1
channels were shown to be regulated by intracellular
Ca’T (Chen et al. 1999; DeCaen et al. 2016) and to
act as a sensory receptor modulating CSF-cN excitability
(Orts-Del'Tmmagine et al. 2016; Jalalvand et al. 2016).
Thus, in CSF-cNs, variation in intracellular Ca>™ would
affect PKD2L1 activity and in turn CSF-cN excitability.
Considering that GABAg-R activation reduces Ca** influx
in CSF-cNs, one would expect a reduced activation
or stimulation of the previously mentioned signalling
cascades and, as a consequence, a modulation of CSF-cN
activity and physiology. Similarly, bioactive compounds
circulating in the CSF or released by synaptic partners
might activate other GPCR subtypes expressed in CSF-cNs
and targeting Ca*" signalling to regulate CSF-cN activity.
The identification of such regulatory pathways represents
one of the future challenges in the demonstration for the
role and modulation of medullo-spinal CSF-cNs in the
central nervous system.

CSF-cNs receive synaptic glutamatergic inputs

As the spontaneous synaptic activity is very low in
rodent CSF-cNs, we used in our previous works the
application of a hypertonic solution to increase the
synaptic release of neurotransmitters and found that
hypertonic shocks induce in CSF-cNs inhibitory GABAA
and glycinergic synaptic currents, but not excitatory
glutamatergic synaptic currents (Orts-Del' Immagine et al.
2012, 2016). In neurones, the mechanisms underlying
the increase of synaptic release following hypertonic
shocks are not well known and more importantly
they do not involve calcium entry into the presynaptic
compartment (Rosenmund & Stevens, 1996; Mochida
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et al. 1998). For a more accurate analysis of synaptic trans-
mission, we therefore used in this study a physiologically
relevant approach using electrical stimulations to evoke
calcium-dependent synaptic transmission. We found that
local electrical stimulations indeed evoked in CSF-cNs
glutamatergic synaptic currents (EPSCs), showing that, in
addition to GABAergic and glycinergic synaptic inputs,
CSF-cNs receive also functional glutamatergic synaptic
inputs. Evoked EPSCs were almost fully inhibited by
DNQX, a selective antagonist of AMPA/kainate receptors,
indicating that EPSCs in CSF-cNs do not have a NMDA
receptor component. These results are consistent with our
previous data showing that CSF-cNs express functional
kainate and AMPA receptors but not NMDA receptors
(Orts-Del’Immagine et al. 2016). Indeed, currents evoked
by local application of glutamate in medullar CSF-cNs
were inhibited by DNQX but not by the NMDA receptor
antagonist AP-V and application of NMDA failed to
induce any currents, even at more depolarised potentials
to remove the magnesium block (Orts-Del’ Immagine et al.
2016). Note that spinal CSF-cNs in lower vertebrates such
as lampreys have been shown to exhibit glutamatergic
transmission engaging both AMPA and NMDA receptors
(Jalalvand et al. 2016). Whether this difference is the
consequence of NMDA receptor loss of expression in
mammalian CSF-cNs during evolution or more simply
a different glutamatergic signalling between CSF-cNs
localised in brainstem and spinal cord remains an open
question.

GABAg receptors inhibit both the release of GABA
and glutamate onto CSF-cNs

We demonstrated that activation of GABAj-Rs by
baclofen inhibits the amplitude of evoked IPSCs and
EPSCs recorded in CSF-cNs. The inhibitory effect of
baclofen on the synaptic transmission in CSF-cNs is most
likely mediated by the activation of GABAg-Rslocated pre-
synaptically on terminals of GABAergic and glutamatergic
inputs and by interfering with the neurotransmitter release
machinery, as shown in many brain regions (Pinard et al.
2010). Two results in our study support this assumption.
First, we show that baclofen enhanced the paired-pulse
ratio of two consecutives IPSCs or EPSCs, an observation
consistent with an alteration of the neurotransmitter
release probability, as reported in a variety of different
synapses (Manabe et al. 1993; Wilcox & Dichter, 1994;
Fioravante & Regehr, 2011). Second, we show that baclofen
had no effects on IPSC and EPSC kinetics (rise and decay
times), therefore ruling out eventual interactions between
postsynaptic GABAp-Rs and postsynaptic GABA, or
AMPA /kainate receptors. Studying the effect of baclofen
on the frequency of miniature IPSCs and EPSCs would
be a suitable approach to further confirm the presynaptic
terminal localisation of GABAp-Rs on GABAergic
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and glutamatergic inputs to CSF-cNs. However, such
experiments would be difficult to achieve in CSF-cNs since
the frequency of spontaneous synaptic events is very low
in these neurones (Orts-Del’Immagine et al. 2012, 2016).

Conclusion

In the present study, we characterise for the first time in
mouse medullar CSF-cNs their synaptic connectivity and
show that they receive both GABAergic and AMPA/kainate
glutamatergic inputs. Further we indicate that GABAg-Rs
are functional and act as modulators of CSF-cN activity
both at the pre- and postsynaptic level where they target
Ca’" channels. These results add to the growing bulk of
data on CSF-cN physiology and give the first insights into
CSF-cN regulation through synaptic partners. In future
studies, one will first need to identify the localisation
of the GABAergic and glutamatergic neuronal partners
connected to medullar CSF-cNs and to determine how
they modulate their activity. It will then be necessary to
identify whether they receive synaptic projections from
other neuronal populations. Together, the expected results
of these studies will form a basis for understanding the
function of this unique neuronal population.
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