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Résumé

La mastication est une fonction essentielle relevant de la coordination d’un ensemble d’acteurs que
sont la machoire, la langue et les muscles faciaux. La synchronisation de I’activité des différentes
parties reléve d’un réseau spécialisé de neurones nommé générateur de patron central (GPC) dont
il a été proposé que le cceur rythmogeéne soit formé des neurones de la partie dorsale du noyau
sensoriel principal du trijumeau (NVsnpr). Ces neurones ont la capacité intrinséque de pouvoir
alterner leur patron de décharge entre un mode tonique et rythmique en fonction la concentration
extracellulaire de calcium ([Ca®']e). Autrefois relégués a un role passif dans le systéme nerveux
central, les évidences se sont accumulées en faveur d’un rdle actif des astrocytes dans les fonctions
physiologiques. A cet effet, dans le NVsnpr, la stimulation des afférences sensorielles trigéminales
active les astrocytes qui participent a la genése du rythme masticateur en libérant la S1008, une
protéine chélatrice du Ca®" extracellulaire. Récemment, il a été démontré que I’activation
rythmique des neurones du NVsnpr dorsal menait a une activation rythmique des motoneurones
(MNs) innervant les muscles masticateurs. Ceci impliquerait qu’une seule population de neurone
au sein du NVsnpr dorsal active de mani¢re concomitante des MNs innervant les muscles
antagonistes de la machoire. On suppose alors ’activation de la région péritrigéminale (PeriV), un
réseau d’interneurones prémoteurs (INs) ceinturant les MNs du trijumeau et adjacente au NVsnpr.
Son activation modulerait I’activité des MNs de muscles antagonistes. Les présents travaux réalisés
en imagerie calcique indiquent que 1’activation du NVsnpr par une baisse de la [Ca®']e, simulant
’action de la S100P ou la stimulation électrique des afférences sensorielles trigéminales activent
les neurones et astrocytes de la partie dorsale du NVsnpr et subséquemment les INs de la PeriV.
Les patrons d’activité calcique des INs de la PeriV étaient similaires a ceux observés au sein du
NVsnpr. Ces observations supportent par la méme occasion la transmission des patrons en
provenance du NVsnpr, le générateur du rythme masticateur vers la région prémotrice PeriV. Par
ailleurs, les astrocytes péritrigéminaux dont le role n’avait jamais été investigué ont également
répondu aux activations du NVsnpr dans des patrons d’activité calcique similaires aux astrocytes

du NVsnpr dorsal. Ensemble, ces résultats suggerent 1’implication de la région PeriV dans la

transmission et la modulation du rythme dans le GPC masticateur.

Mots-clés : Mastication, NVsnpr, Générateur de patron central, PeriV, Astrocytes, Motoneurones,

Afférences trigéminales, IntV, PCRt, SupV, JuxtV



Abstract

Mastication is an essential function that involves coordination of the jaw, tongue and facial
muscles. Synchronization of the activity of these different parts is assured by a specialized network
of neurons known as central pattern generator (CPG), whose rhythmogenic core has been proposed
to be formed by neurons in the dorsal part of the trigeminal principal sensory nucleus (NVsnpr).
These neurons have the intrinsic ability to alternate their firing pattern between a tonic and
rhythmic mode, depending on the extracellular calcium concentration ([Ca?']e). Once relegated to
a passive role in the central nervous system, evidence is accumulating in favor of an active role for
astrocytes in physiological functions. In NVsnpr, trigeminal sensory afferents stimulation activates
astrocytes, which participate in the genesis of the masticatory rhythm by releasing S100p a
calcium-binding protein that lowers [Ca®'Je. Recently, it has been demonstrated that rhythmic
activation of dorsal NVsnpr neurons leads to rhythmic activation of motoneurons (MNs)
innervating masticatory muscles. This would imply that a single neuron population within the
dorsal NVsnpr concomitantly activates MNs innervating antagonistic jaw muscles. We presume
that activation of the peritrigeminal region (PeriV), a network of premotor interneurons (INs)
surrounding the trigeminal MNs and adjacent to the NVsnpr could modulate the activity of
antagonistic muscle MNs. The present calcium imaging work indicates that activation of the
NVsnpr by a decrease in [Ca®']e, simulating the action of S100P, or electrical stimulation of
trigeminal sensory afferents activates neurons and astrocytes in the dorsal part of NVsnpr and
subsequently the INs of the PeriV. Calcium activity patterns in PeriV INs were similar to those
observed in NVsnpr, supporting the transmission of patterns from NVsnpr, the generator of
masticatory rhythm, to the PeriV premotor region. In addition, previously uninvestigated
peritrigeminal astrocytes also responded to NVsnpr activations with calcium activity patterns
similar to those of dorsal NVsnpr astrocytes. Taken together, these results suggest the involvement

of the Per1V region in rhythm transmission and modulation in the masticatory CPG.
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INTRODUCTION

1. Avant-propos

1.1 Quel intérét porter a la mastication ?

D’emblée, nous pensons que les pertes d’autonomie observées dans nos populations agées sont la
conséquence directe de 1’émergence de maladies neurodégénératives. Les comportements de
négligence occasionnés entraineraient ainsi le déclin de la santé orale, corporelle ou la perte de
capacités telles que la mastication ou la locomotion. Or, il semble de plus en plus évident que ce
serait plutot la perturbation de certaines capacités motrices telles que la mastication qui serait a

I’origine de maladies neurodégénératives.

Certaines études suggerent, d’une part, que la mastication module le débit sanguin dans 1’artére
carotide interne qui assure I’oxygénation et la perfusion du cerveau. Certaines régions voient ainsi
leur activité neuronale augmenter : le thalamus, 1’hippocampe, le cervelet, des régions
généralement associées a 1’apprentissage et la mémoire (Chuhuaicura et al., 2019). D’autre part,
de nombreuses corrélations entre désordres masticateurs et diminution des facultés fonctions
cognitives ont ét¢ établies (Soininen and Heinonen, 1982; van Duijn and Hofman, 1991; Kondo et
al., 1994; Miura et al., 2003; Chuhuaicura et al., 2019). On attribue notamment des déficits de la
mémoire chez des rats agés édentés a la perte de leurs dents (Kato et al., 1997). D’autres études
montrent des changements morphologiques dans I’hippocampe d’animaux dont la mastication était

réduite (Aoki et al., 2005; Mitome et al., 2005; Ono et al., 2010).

La perte des dents est aujourd’hui considérée comme un facteur de risque de la démence (Kato et
al., 1997) ou de la maladie d’ Alzheimer (Chuhuaicura et al., 2019). Récemment, on démontre aussi
que la protéine S100B contribuerait a la pathogenese de maladies neurodégénératives comme le
Parkinson (Angelopoulou et al., 2021). Or, il a également été montré que cette protéine astrocytaire
participe activement a la genése du rythme masticateur (Morquette et al., 2015). La compréhension
rigoureuse des mécanismes régissant la mastication prend tout son sens et permettra d’étudier

d’éventuels traitements de déficiences masticatrices associés a des pathologies.
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2. Mastication

La mastication est un processus répétitif et rythmique dans lequel plusieurs acteurs travaillent de
concert : les muscles de la langue, du visage, de la machoire apprétent le bol alimentaire avant la

déglutition.

2.1 Anatomie masticatrice

2.1.1 Ostéologie

Au nombre de trois, les principales composantes osseuses du systéme masticateur sont : 1’os
mandibulaire (machoire inférieure), 1’os maxillaire (machoire supérieure) ainsi que 1’os
temporal. Ces trois os convergent en un point pour former I’articulation temporo-mandibulaire.
Finalement, 1’0os hyoide en dessous de la mandibule servira de point d’ancrage a de nombreux
muscles essentiels aux mouvements de la machoire comme nous le verrons dans la prochaine sous-

section (National Academies of Sciences et al., 2020).

19



Os

temporal
Os
maxillaire Articulation
Temporo-
mandibulaire
Os
mandibulaire

Figure 1. Les os de la machoire. Modifi¢ de Drake et al., (2010).

2.1.2 Myologie

L’homme est également équipé de muscles permettant & 1’os mandibulaire (Figure 1) de se
mouvoir dans trois axes (Figure 2) : le plan antéro-postérieur (protrusion), le plan latéral et plan
vertical (ouverture et fermeture) (Herring, 2007). Ces différents mouvements permettent a la
machoire d’accommoder les aliments que 1’on ingere, qui différent par leur consistance. On
classifiera les muscles de la méachoire selon leur composante principale c’est-a-dire le plan vertical.
Les muscles, organisés en paires, se distinguent donc en : muscles d’ouverture ou de fermeture de

la machoire (Murray, 2016; National Academies of Sciences et al., 2020).
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Figure 2. Mouvements de I’articulation temporo-mandibulaire. Modifié¢ de Drake et al., (2010).

e Muscles de fermeture

Considérés comme les muscles primaires de la mastication, on parlera du muscle masséter, du
muscle temporalis ainsi que du ptérygoide médian. Comme illustré, par la figure 3, ces muscles
ont également des rdles secondaires pour assister les mouvements latéraux ou de
protrusion/rétraction (Travers, 2009; National Academies of Sciences et al., 2020). La rétraction
est assurée par les fibres intermédiaires et profondes des muscles masséters ainsi que les fibres
postérieures des muscles temporaux. Les masséters superficiels et ptérygoides médians opérent les
mouvements de protrusion alors que les mouvements latéraux permettant le broyage alimentaire

sont également assurés par le ptérygoide médian.
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Figure 3. Muscles d’ouverture et de fermeture de la machoire. Modifié de Drake et al., (2010).
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e  Muscles d’ouverture

Egalement appelés muscles accessoires (National Academies of Sciences et al., 2020), les muscles
d’ouverture de la machoire comprennent : le buccinateur, le ptérygoide latéral, les muscles du
cou suprahyoides (les muscles digastriques, les muscles mylohyoides et génio-hyoides) et
infrahyoides (sternohyoide, sternothyroide, thyrohyoide et omohyoide). (Basit et al., 2023)

En plus de permettre I’ouverture de la machoire, ils sont aussi impliqués dans d’autres types de
mouvement de la machoire, au méme titre que les muscles de fermeture présentés plus tot. Le
ptérygoide latéral est chargé de mouvements antérieurs et de déviation latérale de la machoire
(National Academies of Sciences et al., 2020). Les muscles suprahyoides et infrahyoides ¢lévent
et abaissent I’os hyoide et le larynx. Le muscle digastrique s’occupe également de la rétraction de
la machoire dans le plan antéro-postérieur. Quant au buccinateur, un muscle facial de la paroi de
la joue, il permet lors de repousser la nourriture vers I’intérieur de la cavité buccale. (Basit et al.,

2023)

2.2 Séquences masticatrices chez I’homme

A la différence des herbivores qui ruminent I'herbe, les animaux carnivores sont équipés pour
broyer et déchiqueter la viande. La consistance de la nourriture détermine principalement les
parametres de la mastication c’est-a-dire ses divers cycles et sa durée d’action (Hiiemae et al.,
1996). Dans sa revue de littérature de 1991, Lund en fait le constat en énongant qu’il existe des
différences fondamentales dans le comportement masticateur des différentes classes d’animaux.
Les rongeurs et lagomorphes rongent pour découper la végétation (Hiiemae, 1978), d’autres
especes découpent leur nourriture en morceau ou brisent la coquille d’insectes (Kallen and Gans,
1972; Gorniak and Gans, 1980; Thexton et al., 1980; Greet and de Vree, 1984; Schwartz et al.,
1989). Lund suggére toutefois I’existence de mécanismes fondamentaux communs a tous.
Schwartz et al., (1989) font le constat qu’il n’y a pas de terminologie commune pour décrire les
différents segments de la mastication. Pour cette raison, ils définissent strictement le cycle
masticateur correspondant a tout mouvement répétitif de la mandibule. L’ensemble des
mouvements de 1’ingestion de nourriture a la déglutition est appelé séquence masticatrice

(Hiiemae, 1978). En segmentant la mastication en phases, les termes utilisés pourront couvrir les
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différents comportements masticateurs qu’adoptent les animaux (Kallen and Gans, 1972; Hiiemae,
1976; Schwartz et al., 1989)
Dans les prochaines lignes, nous nous efforcerons de dégager les principaux €léments soulevés par

Lund dans sa revue de 1991.

Chez le lapin, la mastication consiste en une séquence d’étapes se succédant les unes apres les
autres. On distingue trois phases précédant la déglutition : la préparation, la réduction et la
prédéglutition. Ces étapes ont été définies en fonction des changements de position verticale, de
vitesse et d’accélération verticale de la symphyse mandibulaire (Hiiemae, 1978; Schwartz et al.,
1989). La mastication n’étant pas un mouvement stéréotypé (figure 4A), les différentes phases,
elles-mémes subdivisées en cycles, varient beaucoup d’un aliment ingéré a un autre et entre

différents individus.

Comme plusieurs (Gorniak and Gans, 1980; Schwartz et al., 1989), Lund considére 1’ouverture de

la machoire comme étant le début du cycle masticateur (figure 4B).

La mastication débute par une phase trés courte de préparation. Les cycles consistent en une
fermeture rapide (FR) et une ouverture rapide (OR) de la machoire (figure 4B). Il y a alors tres peu
d’activité électromyographique (EMG) dans les muscles de fermeture de la machoire (masséter,
temporalis, ptérygoide médian), puisqu’ils sont inactifs. La phase préparatoire (FR et OR) dépend
essentiellement de 1’activité du muscle digastrique, actif durant cette étape du processus. La
résultante en est que la résistance élastique représente la force assurant la fermeture de la machoire.
En termes comportementaux, la langue assure un déplacement postérieur de la nourriture vers les

dents.

S’en suivra la deuxieme étape du processus masticateur connue sous le terme de réduction. Celle-
ci est se divise en trois segments chez plusieurs especes, dont I’homme : une ouverture (O), une
FR et fermeture lente (FL) de la machoire (figure 4B). Fonctionnellement, on assiste réellement
au broyage du bol alimentaire par les molaires, et ce, durant la phase de FL renvoyée a « power
stroke » que 1’on pourrait traduire par phase occlusale. Contrairement a ce qui était observé dans
la phase préparatoire, les cycles de réduction intégrent des déviations latérales de la machoire
(figure 4A). En effet, la plupart des animaux mastiquent unilatéralement (Hiiemae and Crompton,

2013); la machoire dévie du coté ou le travail mécanique s’effectue durant la FR. L’amplitude
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verticale de la machoire diminuera au fur et 8 mesure que la nourriture diminue en taille. L’essentiel

de cette phase dépendra du temps nécessité par le coup de machoire déployé pendant la FL.

Les séries de réduction de nourriture aboutissent finalement a des séries de prédéglutition. On y
prépare le bol alimentaire broyé avant de 1’avaler. Cet ensemble s’organise en cinq temps : deux
fermetures (FR et FL) et trois ouvertures de la machoire (deux OR : une O1, une O3, espacées par
une pause dite O2) (figure 4B). A préciser que la phase O1 est passive puisque le digastrique n’y
est pas actif. Il s’agit de la plus longue étape du processus, du fait d’un délai entre les fermetures
et ouvertures de la machoire. A I’instar des séries de réduction, des composantes latérales

s’intégrent aux cycles de prédéglutition.
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Figure 4. Séquence masticatrice chez le lapin éveillé. (A) La mastication d’un morceau de nourriture chez plusieurs
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animaux incluant I’homme peut étre subdivisée en ensembles de cycles masticateurs (Type I, IT et III; (Lund, 1991).
(B) Ainsi, chez le lapin, I’enregistrement des mouvements de la mandibule a 1’aide d’une photodiode, pendant que la



téte est fixée permet d’exposer les patrons constituants de chaque segment. Un morceau de nourriture dans la bouche
de ’animal (rouge), transporté aux molaires pendant la phase préparatoire, mastiqué durant les cycles de réduction
(vert) et apprété pour la déglutition (jaune). Abréviations: VERT, mouvements verticaux de la photodiode attachée a

la symphyse mandibulaire. Modifié de Schwartz et al., (1989).

A la lumiére des caractéristiques précédant la déglutition, Lund suggeére 1’existence d’un contréle
supérieur des mouvements masticatrices pour orchestrer la coordination de la langue, des Iévres et
de la machoire en fonction de la nourriture présentée. Il doit également y avoir une traduction de
I’expérience sensorielle vécue. A cet effet, la modulation des mouvements masticateurs se traduira
par des changements de longueur de cycles par I’entremise de rectification d’amplitudes verticale
et latérale de la machoire (Hiiemae et al., 1996). Chez des especes telles que le lapin, le chat ou le
singe, I’augmentation de la durée des cycles en fonction de la taille et de la dureté des aliments est

conséquence de 1’allongement de la phase de FL.

3. Physiologie masticatrice

3.1 Innervation oro faciale

Les paires de nerfs craniens V, VII, IX et XII sont essentielles a I’innervation oro faciale chez les
mammifeéres. Nous nous permettrons de brievement décrire les paires VII, IX et XII avant
d’examiner en profondeur la paire V ou nerf du trijumeau, indispensable aux mouvements
masticateurs.

Le nerf VII ou nerf facial posséde une composante motrice (innervation du buccinateur et autres
muscles faciaux, du stylo-hyoide et le ventre postérieur du digastrique antérieur) et sensorielle (les
bourgeons gustatifs des deux tiers antérieurs de la langue). Quant au nerf IX dit glossopharyngien,
il innerve des muscles pharyngiens de la déglutition et posséde également une composante
sensorielle. Finalement, le nerf XII, hypoglosse, est responsable du contrdle moteur de la langue

(Felten et al., 2015).

3.1.1 Nerf du trijumeau
En ce qui concerne le nerf du trijumeau, ce dernier achemine 1’information sensorielle périphérique

d’une panoplie de structures : le visage, le cuir chevelu, la cavité orale et une partie de la langue.
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Ses fibres motrices innervent également les muscles de la mastication. (Fillmore and Seifert, 2015).
On divisera le nerf trigéminal en deux ramifications purement sensorielles que sont les branches
ophtalmique (V1) et maxillaire (V2) ainsi qu’une ramification bifonctionnelle (sensori-motrice)
dite branche mandibulaire (V3) (Felten et al., 2015). Les zones innervées par les différents

embranchements du nerf trigéminal seront dénommées dermatomes.

Ophthalmic nerve (V) — - Dorsal rami of cervical spinal nerves

P o
- {,‘

) ——— Note: Auricular branch of vagus nerve

g 3 ’ to external acoustic meatus and small
Trigeminal nerve (V i S . : :
8 v Maxillary nerve (V) area on posteromedial surface of auricle

Mandibular nerve (Vs) / \ Branches from cervical plexus

Figure 5. Dermatomes innervés par les branches V1, V2 et V3 du nerf du trijumeau. Adapté de Felten et al.,

(2015).

Sans trop s’atteler a définir V1 et peu impliquée dans la mastication, nous nous contenterons d’une
courte description. La muqueuse nasale, la glande lacrymale, I’iris, la cornée, le front sont quelques

structures innervées par V1 (Shankland, 2001a). Ses principaux embranchements sont le nerf nasal

et lacrymal.

La seconde branche V2 également sensorielle innerve sous 1’ceil, des structures environnantes de
I’os maxillaire, la paupicére, les levres, le nez, la cavité nasale, le palais, les gencives et les dents
(Shankland, 2001b). Le nerf infraorbitaire et le nerf alvéolaire supérieur en sont ses principales

divisions.

Finalement, la branche V3, mandibulaire, qui a des fonctions sensorielles (innervation des dents,
gencives, langue...) et motrice. Les fibres nerveuses motrices innervent les muscles de la
mastication que sont le temporal, le masséter, le ptérygoide latéral et médian, le mylohyoide ainsi
que le ventre antérieur du muscle digastrique. On retrouvera principalement le nerf sensoriel lingual

et alvéolaire inférieur et le nerf moteur massétérique (Craven, 2014).
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Figure 6. Division ophtalmique, maxillaire et mandibulaire du nerf du trijumeau et leurs sous-divisions

secondaires. Adapté de Tubbs et al., (2015).

3.1.2 Ganglion trigéminal

Les fibres sensorielles des branches V1, V2 et V3 du nerf du trijumeau convergeront
éventuellement caudalement vers le ganglion trigéminal (dit ganglion Gasser ou semilunaire) dans
lequel on y retrouvera leur corps cellulaire. Il est localisé dans le cavum de Meckel, une partie de
I’0s temporal (Westberg and Kolta, 2011; Messlinger and Russo, 2019). Ce qui est décrit par la
figure 6 est le nerf trijumeau a proprement parler. Les prolongements centraux des neurones
ganglionnaires forment un faisceau, qui forme la majeure partie du nerf du trijumeau, et qui entre
latéralement dans le tronc cérébral ou il prend le nom de tractus spinal du nerf du trijumeau
(TSNV). Les afférences sensorielles du TSNV établissent des synapses avec les neurones du
complexe nucléaire sensoriel du trijumeau (CNST) composé du noyau principal (NVsnpr) et du
noyau spinal (NVsp) divisé en trois : oralis (NVspo), interpolaris (NVspi) et caudalis (NVspc)

(Olszewski, 1950; Bae et al., 2000). Les axones de la branche ophtalmique se retrouvent dans le
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tiers ventral du TSNV alors que ceux de la branche mandibulaire dans le tiers dorsal (Darian-Smith

and Mayday, 1960; Capra and Dessem, 1992).

3.2 Organisation du complexe trigéminal

Le tronc cérébral est structuré en trois régions : le mésencéphale (rostral), le pont (médian) et la
moelle allongée (caudale). Plusieurs fonctions vitales y sont assurées telles que la respiration, le
rythme cardiaque et bien d’autres. Au sein du tronc cérébral, on reconnait la matiére grise (amas
de corps cellulaires neuronaux) et blanche (tractus et axones de nerfs de ’extérieur du systéme

nerveux central).
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Figure 7. Représentation schématique du tronc cérébral chez le lapin et le rat. (A) Les noyaux du tronc cérébral
impliqués dans les mouvements oro-faciaux et leurs connexions (fléches). (B) Les trois divisions du nerf trijumeau (O,
Mx, Mn) et le ganglion trigéminal (Ggl V) sont indiqués. Notez l'inversion des divisions lorsqu'elles entrent dans le
tractus trigéminal (redessiné d'aprés Landgren and Olsson, (1977)). (C) Illustration de coupes histologiques transverses

pour indiquer schématiquement I'emplacement de certains noyaux dans le tronc cérébral. Les niveaux des sections sont
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marqués par des fleches en B. a. Ggl V - ganglion du trijumeau ; Mn - nerf mandibulaire ; Mxn - nerf maxillaire ;
NVsnpr - noyau sensoriel principal du trijumeau ; NVmot - noyau moteur du trijumeau ; NVspo-y - sous-noyau y du
noyau oral du tractus spinal du trijumeau ; NVspo-f - sous-noyau 3 du noyau oral du tractus spinal du trijumeau ; O -
nerf ophtalmique ; Rgc-a - nucleus paragigantocellularis pars o ; Rge - nucleus gigantocellularis ; RPc - nucleus
reticularis pontis caudalis ; Rpc-a nucleus reticularis parvocellularis pars o ; Regio h - zone frontiére réticulaire du
NVmot ; NVII - noyau moteur facial ; Ols - Olive supérieure ; V- tractus trigéminal ; Vrm - racine motrice trigéminale.

Adapté de Kolta, (1997) et Kolta et al., (2010).

Le complexe trigéminal correspond au CNST mentionné plus tot et comprend également le noyau
mésencéphalique du trijumeau (NVmes), le noyau moteur du trijumeau (NVmot) et la région

péritrigéminale (PeriV).

3.2.1 Noyau mésencéphalique du trijumeau

Le NVmes comme son nom I’indique est localisé dans le mésencéphale. Il contient les corps
cellulaires des afférences fusoriales des muscles de fermeture de la machoire et une partie des
afférences parodontales. Il regoit aussi plusieurs entrées synaptiques d’autres régions de
I’encéphale telles que le cervelet ou le noyau moteur du nerf hypoglosse (NXII) (Rokx et al., 1986;
Shigenaga et al., 1988, 1989a; Zhang et al., 2001, 2005). Au sein du NVmes, les neurones
sensoriels primaires font synapse entre eux (Luo and Dessem, 1996; Paik et al., 2005) et établissent
des connexions monosynaptiques avec les motoneurones (MNs) du NVmot. Il existe également
des connexions polysynaptiques aux interneurones prémoteurs (INs) de la PeriV (Lund and Olsson,
1983). En somme, ce noyau sera impliqué dans les réflexes d’ouverture et de fermeture de la

machoire que nous discuterons dans la sous-section 6.4.

3.2.2 Noyau sensoriel principal du trijumeau

Situ¢ dans la partie rostrale et dorsale du pont, le NVsnpr est 'une des premieres cibles post-
synaptiques des afférences primaires du TSNV. De ce fait, il recoit I’information mécanoceptive
de muscles, de la peau, des dents, de 1’articulation temporo-mandibulaire et autres de la région oro
faciale (Capra and Dessem, 1992). 1l est traditionnellement considéré comme un relai sensoriel de
second ordre au thalamus (Martin, 2003). Un faisceau d’axones quitte le NVsnpr pour former le

tractus trigémino thalamique (Arsenault and Zhang, 2006) qui croisera ou non la ligne médiane
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(Carpenter, 1957). Les neurones du NVsnpr font aussi synapses avec les MNs du NVmot, les
interneurones prémoteurs (INs) de la PeriV, les afférences du NVmes et les noyaux moteurs facial
(NVII) et hypoglosse (NXII). (Athanassiadis et al., 2005b; Li et al., 2005; Yatim et al., 1996;
Yoshida et al., 1998).

3.2.3 Noyau spinal du trijumeau

Compartimentalisé en trois sections rostrales caudales chez certaines expeces, on distingue
les NVspo, NVspi et NVspc. Il correspond a I’extension caudale du NVsnpr (figure 7C). Le NVspo
est lui-méme subdivisé en trois sous-noyaux : NVspo-a, -p, and -y (Meessen and Olszewski, 1949).
Le NVspo contient des neurones prémoteurs s’étalent sur le niveau rostro-caudal du NVIImot. Sa
partie la plus rostrale, le NVspo- y, contient des neurones projetant au NVmot et NXII. Le NVspo-
B est situé au niveau du NVII alors que le NVspo-a s’étend jusqu’a I’obex ou il est prolongé par le
NVspce (Capra and Dessem, 1992). Les neurones du NVspo-f et -a, correspondent au NVspi chez
les primates (Meessen and Olszewski, 1949).

Les neurones de second ordre du NVsp recoivent I’information tactile, nociceptive des dents
(Eisenman et al., 1963; Luo et al., 1995a) et thermique des structures oro faciales (Dubner et al.,
1978; Dubner and Bennett, 1983). Ils recoivent également I’information mécanoceptive du NVmes
(Luo et al., 1995b) et des inputs du NVsnpr (Hockfield and Gobel, 1982; Jacquin et al., 1990;
Yoshida et al., 1994). Ses neurones projettent au thalamus par le tractus trigémino thalamique, au

cervelet, au NVmes et au PeriV.
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Figure 8. Principales connexions afférentes et efférentes aux noyaux sensoriels du trijumeau. Les différentes
branches du nerf du trijumeau (ophtalmique, maxillaire et mandibulaire) convergent en passant le ganglion de Gasser
pour former le nerf du trijumeau. L’ information sensorielle encodée par le nerf trigéminal est acheminée au complexe
trigéminal sous la forme d’un ensemble de faisceaux d’axones (tractus spinal). Relayée secondairement au NVsnpr et

NVsp, I'information sensorielle empruntera le tractus trigémino thalamiques pour étre acheminée au thalamus. Adapté

de Singh, (2019).

3.2.4 Noyau moteur du trijumeau

Situé dans la partie supérieure dorsale du pont, ce noyau est adjacent au NVsnpr (Singh, 2019). 1l
contient les MNs innervant les muscles masticateurs (excepté ceux innervant le ventre postérieur
du digastrique) et quelques INs. Les axones des MNs sortent du tronc cérébral au niveau du pont
pour rejoindre les muscles masticateurs. En plus des muscles masticateurs, les MNs du NVmot
innervent des muscles non masticateurs tels que le tenseur du palais (Keller et al., 1983) et le
tenseur du tympan (Spangler et al., 1982; Reuss et al., 2009).

Les noyaux qui projettent au NVmot comprennent la PCRt et son extension rostrale, la PeriV qui
entoure le NVmot, le NVspo et la partie dorsale du NVsnpr (Travers and Norgren, 1983; Landgren

et al., 1986; Kolta et al., 2000). Il existe ¢galement des connexions entre les neurones de la PCRt,
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du NVspo et NVsnpr et les MNs des noyaux moteurs du nerf VII et XII (Travers and Norgren,
1986; Pinganaud et al., 1999). Enfin, il existe également des INs, a proximité des noyaux tout juste
présentés, faisant des synapses avec chacun d'eux (Travers and Norgren, 1983; Kolta et al., 2000;
Bourque and Kolta, 2001).

Le NVmot montre également une organisation myotopique (Figure 9) comprenant une division
dorsolatérale qui s’étend sur la longueur rostro-caudale du noyau et une division ventro-médiane
retrouvée dans les deux tiers caudaux du noyau (Mizuno et al., 1975; Limwongse and DeSantis,
1977; Sasamoto, 1979; Jacquin et al., 1983; Lynch, 1985; Rokx and van Willigen, 1985). Les
muscles de fermeture de la machoire que sont le masséter, le temporal et le ptérygoide médian sont
situés dans le segment dorsolatéral alors que les MNs de la partie ventro-médiane innervent les
muscles d’ouverture de la machoire (digastrique antérieur, mylohyoide). Chez le lapin, on retrouve
en plus a I’extérieur du NVmot, des MNs innervant les muscles masséter et digastrique antérieur.

I1 s’agit du groupe k (Meessen and Olszewski, 1949; Donga et al., 1992; Saad et al., 1997).

On dit que les muscles masticateurs sont fragmentés en compartiments neuromusculaires (Widmer
and Morris-Wiman, 2010). Il s’agit de compartiments fonctionnels distincts du muscle ayant des
actions biomécaniques communes et pouvant étre activés individuellement ou en groupe par le
GPC pour une tiche (Widmer and Morris-Wiman, 2010). A cet effet, on retrouve dans le masséter
du lapin, environ vingt-trois différents compartiments neuromusculaires activés individuellement
par les axones d’une méme unité motrice (English et al., 1999; Widmer et al., 2003). Les différentes
combinaisons de compartiments neuromusculaires activés par les neurones prémoteurs permettent
de générer divers mouvements de machoire et d’affiner le mouvement selon les besoins. Du point

de vue fonctionnel, ces données ont toutes leur pertinence dans la structure du GPC.
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Figure 99. Organisation myotopique du NVmot sur des sections transverses allant de rostral (A) a caudal (C).
La subdivision dorsolatérale (DL) s’étend au-dela de la longueur rostrocaudal du noyau, alors que la subdivision
ventrolatérale (VM), plus petite, s’étend aux deux tiers caudal (B et C). Les MNs innervant principalement les muscles
de fermeture de la machoire dans la DL sont regroupés : masséter superficiel (Ms), masséter antérieur profond (Ma),
temporal (T), ptérygoide médian (Pm), ptérygoide latéral (P1). Dans la VM, les MNs innervent les muscles d’ouverture
: le digastrique antérieur (AD) et le mylohyoide (MY). Adapté de Travers, (2015).

3.2.5 Interneurones prémoteurs

La région ceinturant le NVmot est appelée la région péritrigéminale (PeriV) et est divisée en quatre
zones (figure 15) : les aires supratrigéminale (SupV), dorsale au NVmot, intertrigéminale (IntV),
entre le NVsnpr et le NVmot, juxtatrigéminale (JuxtV), latérale au NVmot et la formation réticulée
parvocellulaire (PCRt), située ventralement au NVmot et s’é¢tendant caudalement jusqu’au NXII
(Landgren et al., 1986; Olsson et al., 1986; Capra and Dessem, 1992; Bourque and Kolta, 2001).
La PeriV contient des neurones de dernier ordre qui font synapses entre eux ou avec les neurones
du NVmot (MNs et INs), et du NVsnpr (Nomura and Mizuno, 1985; Yasui et al., 1985; Shigenaga
et al., 1989b; Luo et al., 1991; Yoshida et al., 1998; Kolta et al., 2000; Bourque and Kolta, 2001;
Athanassiadis et al., 2005b; Dal Bo et al., 2005; Nakamura et al., 2008).
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4. Comportements moteurs rythmiques

4.1 Le réflexe masticateur

Dés la fin du 19¢me siécle, on s’intéresse déja aux mécanismes qui régissent le controle nerveux
de la mastication. On savait déja chez le chat, le lapin, le singe et certains rongeurs que la
stimulation électrique répétitive d’une aire du cortex moteur et de structures sous-corticales
évoquait des mouvements rythmiques de la machoire et de la langue s’apparentant a ceux de la
mastication normale (Ferrier, 1886; Gad, 1891; Rethi, 1893; Miller, 1920; Bremer, 1923).

La coordination de la mastication ainsi que son caractére rythmique sont attribués a 1’alternance de
deux réflexes commandés par les MNs du NVmot. En particulier, Charles Scott Sherrington
propose, chez le chat, un mécanisme ou la mastication est un jeu de réflexe biphasique : un réflexe

d’ouverture et un réflexe de fermeture de la machoire.

Ainsi, en 1917, il observe qu’un stimulus appliqué au niveau de la cavité orale (les gencives ou le
palais), induit (lorsque la machoire est initialement fermée) un mouvement rapide d’ouverture puis
de fermeture de la machoire dans des animaux décérébrés. De plus, la stimulation répétitive
(applications répétées de stimuli sur les gencives, dents ou palais) induit un mouvement de
mastication : des ouvertures de la machoire intercalées de fermetures de machoire. « L action
rythmique de mastication est exécutée par réflexe, par des réouvertures constantes de la
mdchoire ». Ainsi, « apres avoir été initié par la premiere bouchée, un réflexe de mastication tend
a se soutenir tant et aussi long qu’il y a un élément a croquer dans la bouche » (Sherrington, 1917).

La mastication est décrite comme un cycle perpétuel d’ouvertures de la machoire.

Plus tard, Bremer et Rioch renforcent cette théorie en réfutant 1’existence de centre intermédiaire
de la mastication supra-bulbaire. En 1923, Bremer avance que le caractére rythmique de la
mastication ne peut étre que di au fait que le cortex agisse directement sur les noyaux moteurs
innervant les muscles de la machoire, mais plutét par une inhibition directe des muscles de
fermeture de la machoire (Bremer, 1923). Chez le cochon d’Inde, Rioch, (1934) étaye un
raisonnement similaire. Ce serait I’existence de fibres inhibitrices intracorticales qui permettent les
mouvements d’ouverture ou de fermeture de machoire. Le modele du réflexe de mastication est

une vision qui se perpétuera au moins jusqu’a la fin des années 60. On continue alors de soutenir
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le mode¢le a I’aide de techniques plus raffinées et de données électrophysiologiques (Kidokoro et

al., 1968).

4.2 Autres comportements rythmiques

La mastication n’était pas le seul comportement rythmique moteur reposant sur un modele réflexe.
Sherrington supportait notamment cette théorie dans quelques-uns de ses travaux (Sherrington,
1913, 1917). Dans des animaux décérébrés ou des préparations spinales de chats, de chiens ou de
grenouilles, « le réflexe de mouvement de la patte est aussi facilement évoqué » (Sherrington,
1913). Le mouvement de flexion de la patte se présente en deux temps. L’excitation de la patte
résulte en une flexion qui donne un mouvement de marche. L’extenseur servira de rebond entre les
stimulations successives. La locomotion est vue comme I’alternance de deux phases d’un réflexe
résultant de I’application récurrente d’un seul mode de stimulation (avec inhibition donc rebond)
(Sherrington, 1917).

Quant a la respiration, elle est notamment expliquée par le concept des « demi-centres » (Brown,
1914) dépendants d’inhibition synaptique. L’activité inspiratoire dépasse un seuil qui déclenche un

réseau inhibiteur s'intercalant entre les inspirations; on parle de périodes réfractaires ou expirations.

4.3 Un changement de paradigme

Magoun et al., (1933) supposent que la stimulation de sites bulbaires spécifiques actionne un site
rythmique contr6lant la mastication. Cette vision était toutefois en décalage avec celle avancée par
Sherrington. Dellow and Lund, (1971) démontrent I’existence d’un centre dans le tronc cérébral
générant le patron masticateur.

Afin de prouver une telle existence, Dellow and Lund, (1971) ont mené une étude dans laquelle de
lapins étaient anesthésiés, paralysés, décorticalisés. Il avait déja ét€ montré que 1’animal décérébré
était en mesure de mastiquer (Bazett and Penfield, 1922; Bremer, 1923). Malgré ces manipulations,
Dellow and Lund, (1971) étaient toujours en mesure de générer une activité motrice s’apparentant
a la mastication naturelle, en réponse a des stimulations électriques du putamen (une structure des
ganglions de la base associée au contréle moteur; Ghandili and Munakomi, 2023) ou des voies
descendantes cortico-bulbaires parallelement a la mesure de bouffées d’activité dans les nerfs XII

et mandibulaire en phase avec des mouvements de mastication. Par ailleurs, I’activité des nerfs

38



innervant respectivement les muscles d’ouverture et de fermeture de la machoire étaient en
antiphase. Finalement, le sectionnement des nerfs branchiaux et cervicaux pour bloquer le retour
d’informations sensorielles en plus de la moelle épini¢re des lapins paralysés n’a pas empéché
d’observer des bouffées d’activité dans le noyau hypoglosse en réponse aux stimulations. Il a été
conclu de ces expériences de mastication fictive qu’un générateur de patron du tronc cérébral qui
pouvait étre activé par des entrées spécifiques corticales des centres supérieurs ou sensorielles de
la cavité orale, contrdlait la composante rythmique de la mastication.

L’expérience ayant prouvé la nécessité et la suffisance du tronc cérébral pour générer les
parametres de base de la mastication nous ameénera donc a définir le concept de GPC dans la section

suivante.

5. Générateurs de patrons centraux

Feldman et Grillner proposent en 1983 le mécanisme fondamental qui régit les mouvements
rythmiques tels que ceux que nous venons de mentionner. Les circuits neuronaux qui les permettent

sont innés. Par exemple, le nouveau-né mammifére respire de lui-méme.

Les patrons rythmiques moteurs sont sous la gouverne de quatre composantes qui interagissent les

unes avec les autres (figure 10) :

1) Un centre supérieur (Higher level centers, figure 10) qui initie et maintient le patron approprié

d’activité et permettant I’ajustement du mouvement selon 1’évolution de I’environnement

2) Des MNs responsables de la contraction musculaire (Motoneurons, figure 10) - réceptacle de

I’output rythmique du GPC.

3) Un réseau de neurones spinaux ou du tronc cérébral : le GPC qui produit un patron rythmique

relayé aux MNs (Central pattern generator, figure 10).

4) Des récepteurs sensoriels (Receptors, figure 10) qui lorsqu’activés fournissent un flot

d’informations nécessaires a I’ajustement et I’adaptation des mouvements.

Les centres supérieurs ont la capacité d’amorcer et d’arréter les mouvements selon une séquence
temporelle dépendante des ¢éléments de 1’environnement extérieur. Bien que non essentiel a la

synergie des mouvements moteurs, le blocage des entrées corticales au réseau permettra
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I’observation de mouvements trés mécaniques ne bénéficiant pas d’adaptabilité. Certaines
expériences montrent que les chats spinalisés n’évitent plus les objets lors de la locomotion. La
synergie du mouvement est contrélée par un gradient de signaux activant les voies descendantes
de controle du niveau d’activité du GPC. Des régions comme le cortex, le cervelet, le tronc cérébral

travaillent en unisson pour optimiser la performance du mouvement.

Il est impératif qu’en tant que réceptacle du rythme, les MNs regoivent le bon patron spatio-
temporel. Il doit y avoir un bon « timing », une amplitude suffisante d’activité des MNs. L’activité
des MNs doit étre minutieusement régulée sans quoi le mauvais mouvement serait initi¢ (flexion
d’un membre au lieu de son extension). Les MNs recoivent ainsi périodiquement une multitude de
signaux inhibiteurs et excitateurs en provenance d’INs du GPC (Edgerton et al., 1976; Jordan,
1981; Chandler and Goldberg, 1982; Stein et al., 1982; Russell and Wallén, 1983). Les commandes
d’excitation ou d’inhibition proviennent d’entrées d’informations originant de récepteurs sensoriels

ou des centres supérieurs.

Les mouvements rythmiques (locomotion, respiration, mastication) sont GPC dépendant comme
I’expliquent Feldman et Grillner, (1983). Ces réseaux de neurones confinés au tronc cérébral ou a
la moelle épiniére générent un rythme qui est relayé aux MNs et persiste malgré la section des
entrées sensorielles et corticales. L'activité motrice en 'absence d'un tel retour s’apparente presque
au patron observé a I'état naturel. Toutefois, dire que les MNs jouent un rdle direct dans la genese
du rythme n’est pas juste. C’est une tache qui revient au réseau du GPC localis¢ dans la moelle
épiniere (locomotion) ou encore dans le tronc cérébral (mastication et respiration). Les afférences
sensorielles sont primordiales pour moduler le degré d’activité de muscles individuels ainsi que la
coordination musculaire globale et ainsi faire en sorte que les mouvements ne soient pas

stéréotypés.
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Figure 10. La genése des mouvements rythmiques peut étre considérée comme étant I’interaction de quatre
composantes. Différents patrons rythmiques d’activité des motoneurones (neurogramme du bas), sous-tendent les

mouvements coordonnés qui en résultent. Adapté de Feldman and Grillner, (1983).

Deux mécanismes s’opposent et nous sont proposés pour expliquer la genese du rythme au sein
d’un GPC (Harris-Warrick, 2010). Le rythme est soit actionné par des neurones a oscillations
endogenes (neurones pacemaker) ou par la computation synaptique au sein du réseau (réseau
pacemaker). La premiére hypothése suggere que ces neurones disposent de propriétés intrinseques
leur permettant une activité rythmique méme en I’absence d’inputs synaptiques. Ils relaient le
rythme a d’autres neurones et s’ils sont inhibés, le rythme s’arréte. Dans la seconde hypothese,
c’est le patron de connectivité synaptique entre cellules toniquement actives ou silencieuses qui
génére I’output rythmique. Si des neurones pacemaker existent, ils ne sont pas nécessaires a la

genese du rythme.

41



5.1 La locomotion

Le concept de Brown soulevé plus haut dans le cas de la respiration a également été théorisé pour
la locomotion et exposé par Grillner, (1975). 11 était question d’un centre générateur de rythme
dans chaque membre. En d’autres termes, il y aurait un demi-centre pour le fléchisseur et un second
pour I’extenseur (Brown, 1914). Les centres des membres de gauche et de droite se coupleraient
en alternance pour assurer la marche (Brown, 1913, 1914). Le relai entre fléchisseur et extenseur
était expliqué par une inhibition entre les demi-centres d’'un méme membre. Ainsi, aprés une
période, la fatigue accumulée menerait a I’arrét de D’activité du fléchisseur et une levée de
I’inhibition du demi-centre extenseur. A son tour, 1’activité du fléchisseur se serait inhibée. De
cette fagon, le rythme locomoteur serait généré. Toutefois, ce modele s’apparentant au GPC, ne

prenait pas en compte la variabilité des patrons locomoteurs observée.

On propose plus tard, I’idée formelle d’'un GPC locomoteur (Figure 11; Grillner, 2011), basée
également sur I’existence de demi-centres (Perret and Cabelguen, 1980; Kriellaars et al., 1994). Ce
modele repose sur deux composantes. La premiére contrdle le patron et I’amplitude d’activité des
MNss alors que la seconde génererait le rythme en lui-méme (McCrea and Rybak, 2008). La genese
du rythme n’est pas encore claire. Deux écoles de pensée s’opposent. Certains admettent que les
neurones n’ont pas de propriétés intrinseques de type « pacemaker » et que le rythme émane
d’interactions synaptiques. D’autres argumenteront plutdt en faveur de 1’existence de propriétés

intrins€éques aux neurones du circuit.
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Figure 11. Illustration schématique des modéles de demi-centre qui produisent une activité rythmique alternée
entre les fléchisseurs (Fle en bleu) et les extenseurs (Ext en rouge). Les neurones des fléchisseurs et des extenseurs
ont une projection vers les motoneurones innervant les muscles (également en bleu et rouge) impliqués dans le
mouvement rythmique. Dans le modéle de Graham Brown (encadré), l'inhibition mutuelle par les interneurones
inhibiteurs (en gris) assure une activité alternée entre deux demi-centres (fléchisseur en bleu et extenseur en rouge).
La fatigue qui se développe dans les neurones inhibiteurs serait responsable de la commutation entre les deux demi-
centres. Dans les modéeles ultérieurs, le circuit du GPC est divisé en deux niveaux : un premier (a l'intérieur de la boite)
qui génere le rythme alternatif de base et un second composé de neurones prémoteurs qui déterminent l'enveloppe du
patron de décharge des MNs. Les entrées corticales et sensorielles sont utiles pour déclencher ou rectifier le tir. Adapté

de Morquette et al., (2012).
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5.2 La respiration

Chez les mammiferes, les neurones générant le rythme respiratoire sont retrouvés dans la région
médullaire ventrale du tronc cérébral. On parle du Complexe pré-Botzinger (CPB) (Smith et al.,
1991). Ce complexe bilatéral est essentiel et suffisant a la genése et modulation respiratoire
(Mufioz-Ortiz et al., 2019). Le mécanisme supportant la genése du rythme dans les neurones du
CPB demeure inconnu. De premicres démonstrations montraient qu’elle était modulée par des
courants ioniques de type Inar (Rybak et al., 2003; Koizumi and Smith, 2008) ou /can (Del Negro
et al., 2005) suggérant donc leur implication dans la genése des décharges neuronales rythmiques
observées. Toutefois, 1’étude approfondie du role de Ican, par exemple, et de ses mécanismes
d’activation (Pace et al., 2007; Pace and Del Negro, 2008; Rubin et al., 2009; Krey et al., 2010;
Beltran-Parrazal et al., 2012; Ben-Mabrouk et al., 2012) a produit des données inconsistantes. Un
nouveau cadre dans lequel un ensemble d’excitations synaptiques récurrentes engendrerait le

rythme dans les neurones inspiratoires du CPB, est désormais proposé¢ (Del Negro et al., 2009).

6. Circuits neuronaux controlant la mastication

6.1 Les centres supérieurs de la mastication

En 1886, Ferrier est le premier a montrer que la stimulation d’une aire corticale bien définie génére
des mouvements de machoire. Identifiée comme 1’aire corticale masticatrice (ACM), elle est
investiguée dans plusieurs études (Ferrier, 1886; Gad, 1891; Rethi, 1893; Miller, 1920; Bremer,
1923). Bremer, (1923) constate que la stimulation de divers territoires génére trois patrons
différents de mouvements de machoire (rongement, rumination, mastication verticale). Plus tard,
Lund et al., (1984) poursuivent les travaux et démontrent ’organisation kinésio-topique des
mouvements de machoire au sein de I’ACM (Figure 12). Ainsi, chez le lapin, la stimulation de la
zone antérieure génere un patron de mastication de type préparatoire dans la séquence masticatrice
(Figure 12). La stimulation de la zone postérieure et latérale engendre des cycles de réduction puis
de prédéglutition si la stimulation est soutenue. Aussi bien du c6té droit du cortex que du gauche,
il est possible de générer des mouvements miroirs (Figure 12; Lund et al., 1984b). L’ACM des
animaux carnivores et des primates est relativement restreinte par rapport a celle observée chez les

rongeurs et les lagomorphes (Ferrier, 1886; Bremer, 1923; Brooks, 1940; Kawamura and
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Tsukamoto, 1960a, 1960b; Sumi, 1969). Chez certaines especes, I’ACM englobe complétement les
représentations somatotopiques de la machoire, du visage et de la langue dans le cortex moteur

primaire (M1) alors qu’elle les chevauche partiellement chez d’autres (homme et primate).

Stimuler I’ACM chez I’homme induit une activation bilatérale des muscles de la machoire par
I’activation de projections cortico-bulbaires (tractus pyramidaux (PT); Murray, 2016) a la
formation réticulée du tronc cérébral et aux alentours des NVmot (Nordstrom, 2007). Il existe aussi
des évidences au fait que 1’aire somato-sensorielle primaire, M1 et I’ACM projettent directement
au complexe trigéminal et la formation réticulée parvocellulaire (Chang et al., 2009; Yoshida et
al., 2009). Toutefois, il n’est pas établi que des projections corticales atteignent les MNs
trigéminaux (Hatanaka et al., 2005). Certaines données de la littérature suggerent I’existence de
projections cortico-bulbaires directes a ces MNs (Cruccu et al., 1989; Nordstrom, 2007). Par
exemple, les projections aux MNs des masséters proviendraient de I’ACM contralatérale alors que
les entrées corticales aux MNs digastriques seraient bilatérales indiquant un contréle indépendant
des muscles de fermeture de la machoire de chaque c6té (Widmalm et al., 1988). A contrario, des
expériences utilisant des injections de traceurs rétrogrades dans les aires associées aux mouvements
de la machoire (Hatanaka et al., 2005) suggérent qu’il y aurait trés peu de projections cortico-
bulbaires directes. Les projections cortico-bulbaires atteindraient des aires prémotrices comme la
SupV ou d’autres structures comme le ganglion de la base (Yoshida and Precht, 1971) avant
d’atteindre les MNs. Ceci expliquerait que la mastication puisse étre évoquée par la stimulation
d’autres régions sous-corticales telles que I’hypothalamus ou I’amygdale (Kawamura and
Tsukamoto, 1960a; Sumi, 1971; Lund and Dellow, 1973; Nakamura and Kubo, 1978; Nozaki et
al., 1986b; Hashimoto et al., 1989). Que les neurones corticaux envoient ou non des projections
directement aux MNs du trijumeau, il semble nécessaire que le cortex recoive des informations
sensorielles des afférences oro faciales pendant le mouvement pour évoquer le bon mouvement
masticateur (Lund and Lamarre, 1974; Sessle et al., 2005). L’ablation de M1 ou de I’ACM cause
des difficultés de coordination masticatrice lors de la mastication évoquée par stimulation de
régions sous-corticales. Ainsi, engager la mastication devient plus difficile alors que le temps de la
séquence masticatrice augmente (Enomoto et al., 1987; Yamamura et al., 2002). Les centres
corticaux contribuent donc a la modulation continue du patron masticateur en changeant la
distribution d’activation corticale, reflétant le retour d’informations sensorielles, et favorable a la

sélection du bon patron moteur; il y a donc modulation des parametres tels que la durée de cycle,
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durée et amplitude de décharges EMG (Lund et al., 1984b). En d’autres termes, le cortex
permettrait un controle minutieux des forces déployées par les muscles masticateurs lorsque 1’on

mange (Cruccu et al., 1989; Nordstrom, 2007).
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Figure 12. Cortex cérébral d’un lapin avec des sites de stimulations ou la mastication a pu étre évoquée par
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stimulation électrique répétitive (cercles pleins). Les graphes représentent des exemples de mouvements de la
mandibule évoqués par la stimulation de certains sites. La ligne courbée délimite les zones antéro-postérieures de la
région de laquelle la mastication verticale put étre évoquée. En position postérieure a la ligne, des déviations latérales
gauches de la machoire sont observées lors de la fermeture de sa fermeture; avec du broyage lorsqu’on se rapproche
de la ligne médiane. La stimulation de sites comparables dans le cortex gauche a produit des mouvements miroir.

Adapté de Lund et al., (1984b).
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6.2 Le générateur de patron central masticateur

6.2.1 Premier modele

Dans les années 80, des observations anatomiques et €lectrophysiologiques ont conduit a présenter
le GPC masticateur comme possédant deux composantes. Une premiére composante génératrice
du rythme localisée dans la formation réticulée bulbaire médiane (MBRF) et un générateur de
patron modulateur de 1’activation des MNs trigéminaux, c’est-a-dire la formation réticulée
parvocellulaire (PCRF) (figure 13; Chandler and Tal, 1986; Nozaki et al., 1986a,b).

La MBRF est elle-méme subdivisée en trois zones (Chandler and Tal, 1986; Nozaki et al.,
1986a,b) : médiane (noyau réticulaire gigantocellulaire (GC), PGC et les noyaux pontis oralis et

caudalis (nPontc)), latérale (noyau réticulaire parvocellulaire) et les noyaux du raphé.

Cette conception du GPC reposait principalement sur trois ¢léments de preuve obtenus chez le
cochon d’Inde. Dans un premier temps, des études anatomiques et électrophysiologiques avaient
montré que les neurones des noyaux de la MBRF recoivent des projections directes, principalement
controlatérales, de ' ACM. (Nozaki et al., 1983,1986a; Yasui et al., 1985). Ainsi des injections de
traceur (HRP-Peroxydase de raifort) dans le dPGC ont marqué de fagon rétrograde bilatéralement
les cellules pyramidales d’une zone corticale correspondant a I'AMC (Nozaki et al., 1986a). Dans
un deuxieme temps, des 1ésions au niveau de la MBRF abolissent les mouvements rythmiques de
la machoire évoqués par la stimulation de I'AMC (Chandler and Tal, 1986; Nozaki et al., 1986a).
La capacité a induire des MRM (mouvements rythmiques de machoire) par stimulation corticale
répétitive et les réponses de courtes latences dans les MNs du digastrique dépendent
essentiellement de l'intégrité de régions de la MBRF (Chandler and Tal, 1986). Finalement, il avait
été observé que certains neurones de la MBRF sont rythmiquement actifs pendant la mastication
fictive (Nozaki et al., 1986b). En effet, la stimulation de ' AMC évoque des décharges toniques a
latence monosynaptique dans les neurones du PGC controlatéral (Figure 13). A leur tour, ces
derniers projettent vers un groupe plus dorsal situé¢ dans le GCo qui décharge en bouffées
rythmiques avec le méme rythme que celui observé dans les MNs trigéminaux (Chandler et al.,

1990; Chandler and Tal, 1986; Nozaki et al., 1986a,b).
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Figure 13. Ancien modéle du GPC masticateur chez le cochon d’Inde. Le panneau supérieur montre une coupe
sagittale du tronc cérébral sur laquelle est représenté schématiquement le réseau nerveux allant du tractus pyramidal
au noyau moteur du trijumeau (voie cortico-trigéminale); les fléches pleines et brisées représentent respectivement les
activités neuronales non rythmiques et rythmiques, ce qui indique que le rythme masticateur est généré dans le GCo.
Les tracés en-dessous de la coupe illustre les patrons de décharge de neurones uniques enregistrés a partir de sites
respectifs dans la voie cortico-trigéminale motrice ; le rythme est généré dans le GCo (tracés du bas) et entrainé par
les neurones PCRF (représentation schématique) et les motoneurones trigéminaux (représentation schématique).
Abréviations: PT, tractus pyramidaux. dPGC, partie dorsale du noyau paragigantocellulaire. PGC, noyau
paragigantocellulaire. GCo, partie orale du noyau gigantocellulaire. GCc, partie caudale du noyau gigantocellulaire.
PCRF, formation réticulée parvocellulaire. NV, noyau moteur du trijumeau. Adapté de Nakamura and Katakura,

(1995).

Or, comme la MBRF n'avait pas de projections directes vers le NVmot, exécutant moteur essentiel
dans un mode¢le de GPC. Nakamura et al. (1995) revoient le modele en intégrant au GPC les INs
de la région PCRF (équivalente au PCRt chez le rat et la souris), adjacente au NXII. Ces neurones

prémoteurs actifs projetant directement aux MNs du trijumeau (Nozaki et al.,, 1993) leur
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relaieraient la sortie du générateur de rythme dans la MBRF (Figure 13) (Mizuno et al., 1983;
Travers and Norgren, 1983; Landgren et al., 1986; Moriyama, 1987; Appenteng et al., 1989;
Chandler et al., 1990; Moore and Appenteng, 1990).

6.2.2 Révision du modéele

Toutefois, d’autres données réfutérent ce modele. Les études chez le lapin n'ont pas permis
d'observer d'effet sur la mastication lors de la désactivation de la région du GC dans la MBRF
(Scott et al., 2003). I a plutot été constaté qu'une région légeérement rostrale par rapport a celle
contenant le GC et comprenant le nPontc semblait jouer un réle important dans la modulation du
patron masticateur (Figure 14; Scott et al., 2003). Cette région recoit de 1’information corticale et
périphérique et, de plus, des injections locales d'anesthésique (lidocaine) dans cette région
modifient la composante motrice masticatrice (Scott et al., 2003). Cette zone a trés peu de
projections vers les MNs trigéminaux, mais envoie de nombreuses projections vers les INs situés
dans la zone bordant le NVmot (Figure 14) et dans le NVsnpr adjacent (Kolta et al., 2000;
Athanassiadis et al., 2005b; Dal Bo et al., 2005).

Lors d'expériences de mastication fictive in vivo (mastication provoquée par la stimulation de
I'"AMC chez des rats et lapins paralysés et anesthésiés), on enregistre de I’activité rythmique dans
plusieurs noyaux trigéminaux (Moriyama, 1987; Donga and Lund, 1991; Inoue et al., 1992;
Westberg et al., 1998; Tsuboi et al., 2003). Toutefois, in vitro, seuls les neurones de la partie dorsale
du NVsnpr et quelques neurones de sa région adjacente c’est-a-dire la SupV semblaient avoir les
propriétés intrinseques pour décharger rythmiquement (Sandler et al., 1998; Bourque and Kolta,
2001; Brocard et al., 2006; Hsiao et al., 2007). Ceci amene a réévaluer le modele du GPC

initialement proposé (Figure 14).
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Figure 14. Modéle du GPC masticateur basé sur les connaissances actuelles. Les deux divisions (ventrale et
dorsale) du nPontc, ainsi que les neurones prémoteurs situés latéralement et entourant le NVmot, regoivent des entrées
corticales et périphériques (grandes fleches blanches et grisées, respectivement ; Kuypers, 1958 ; Donga & Lund, 1991
; Westberg et al., 1998, 2001). Les latences sont plus longues dans le nPontc (Westberg et al., 2001). Les neurones
dorsaux de nPontc tirent de fagon rythmique et les neurones ventraux de nPontc tirent de facon tonique pendant la
mastication fictive (Westberg et al., 2001). NPontc se projette vers les interneurones latéraux, qui se projettent ensuite
vers NVmot (Kolta et al., 2000). Les fléches noires vers la gauche représentent des connexions commissurales (Donga

& Lund, 1991 ; Inoue et al., 1992). Adapté de Scott et al., (2003).
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6.2.3 Ontogenése de la mastication

Chez les mammiferes, les premiers mouvements masticateurs apparaissent dans 1’utérus. Dans un
premier temps, on observe 1’ouverture et la fermeture de la machoire, des mouvements de langue
avant les mouvements de déglutition (Herring, 1985). Incapable de réduire sa nourriture, le

nouveau-né se reposera d’abord sur la succion du lait maternel avant qu’il n’acquiére ses dents

(Herring, 1985; Langenbach et al., 2001).

Deux hypothéses ont été avancées pour tenter d’expliquer le mécanisme permettant la transition de
la succion a la mastication. Dans la littérature, la premicre hypothese suppose qu’il s’agit d’un seul
et méme réseau qui subit des changements de connectivités et de propriétés intrinséques au cours
de la maturation. Plusieurs études supportant cette hypothése montrent que la succion peut étre
induite par la stimulation d’une aire corticale motrice rostrale a celle pouvant évoquer la
mastication. Les neurones de ces aires corticales projettent tous vers le noyau réticulé
paragigantocellulaire (PGC) du tronc cérébral. Il a ainsi été suggéré que la transition de la succion
a la mastication résultait en une réorganisation des projections corticales des aires corticales de la
succion et de la mastication vers les centres intermédiaires (Iriki et al., 1988; Tanaka et al., 1999;
Jean, 2001; Ishihama et al., 2003; Mistry and Hamdy, 2008). D’autres observations supportent
également I’apparition de nouvelles propriétés au sein du réseau au cours de la maturation (Brocard

et al., 2006; Ishihama and Turman, 2006; Turman, 2007).

La seconde hypothese est qu’il y aurait un méme réseau alimenté par différentes entrées
synaptiques en fonction de I’age. Sur la base de similarités d’EMG de patrons moteurs, il a été
proposé que le réseau supportant la mastication pouvait étre une évolution de celui supportant la
succion (Langenbach et al., 1992; Westneat and Hall, 1992). En effet, 1’idée repose sur les
observations que la mastication et la succion impliquent toutes deux les muscles d’ouverture et de
fermeture de la machoire, mais que la force nécessaire pour broyer les aliments est générée par les
muscles de fermeture alors que celle pour la succion est fournie par les muscles d’ouverture (Colley
and Creamer, 1958). Ainsi, le générateur de patron central (GPC) produirait des patrons moteurs

différents selon I’age (Rivera et al., 1999; Ben-Ari, 2002).
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6.3.4 Noyau sensoriel principal du trijumeau

Traditionnellement considéré comme un relai de second ordre au thalamus (Martin, 2003), les
évidences anatomiques chez la souris, le chat, le rat, le lapin (Mizuno et al., 1983; Landgren et al.,
1986; Li et al., 1993; Kolta et al., 2000) et expérimentales se sont accumulées en faveur d’un role

actif du NVsnpr dans la circuiterie du GPC de la mastication.

Sandler et al., (1998) ont été les premiers & montrer que certains neurones du NVsnpr ont la
propriété intrinseque de décharger spontanément en bouffées rythmiques in vitro, méme en
I'absence d'entrées synaptiques. Cette propriété intrinséque se précise avec 1’age apres la naissance
jusqu’a ce que I’animal atteigne une maturité coincidant avec la capacité de mastiquer (Brocard et
al., 2006). Il s’avére que ces neurones sont principalement retrouvés dans la région dorsale du
NVsnpr (Tsuboi et al., 2003; Athanassiadis et al., 2005b), une région qui projette vers le NVmot.
En effet, Tsuboi et al., (2003) observent trois populations de neurones qui ont des comportements
différents pendant la mastication fictive : certains neurones voient leurs décharges augmenter de
facon tonique, tandis que d'autres déchargent en bouffées rythmiques en phase soit avec 1'ouverture
ou la fermeture de la machoire. Sur la base de cette observation, ils proposent que les neurones du
NVsnpr dorsal pourraient former le noyau du GPC de la mastication (Tsuboi et al., 2003). De plus,
ils confirment comme d’autres que les divisions dorsale et ventrale du NVsnpr sont

fondamentalement différentes (Eisenman et al., 1963; Shigenaga et al., 1986).

En ¢électrophysiologie, notre laboratoire s’est concentré ces dernieres années a expliquer
fondamentalement les propriétés des neurones du NVsnpr dorsal leur conférant la capacité de

décharger de maniere rythmique. Ce point sera expose en détails a la section 7.2.3.

Slaoui Hasnaoui et al., (2020) ont montré récemment par des enregistrements pairés en
¢lectrophysiologie que la genése du rythme dans les neurones du NVsnpr amenait subséquemment
les MNs du NVmot a décharger de manicre rythmique. De plus, dans la méme étude, seulement la
moitié¢ des MNs s’activaient avec une courte latence, suivant I’activation du NVsnpr. Le groupe
souléve donc I’hypothese selon laquelle certaines connexions entre le NVsnpr et le NVmot
résulteraient d’activations polysynaptiques en provenance du NVsnpr et impliquant des INs de la
PeriV. Cette dernicre pourraient faconner la commande motrice terminale de la mastication (Kolta,

1997; Bourque and Kolta, 2001; Slaoui Hasnaoui et al., 2020).
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Le mécanisme permettant aux neurones de la partie dorsale du NVsnpr, cceur supposé¢ du GPC
masticateur, de changer leur patron de décharge d’un mode tonique a rythmique n’est pas

totalement ¢lucidé. Nous en fournirons une explication supplémentaire a la section VII.

6.3.5 Les interneurones prémoteurs du trijumeau

Nous avons pu constater a la lumicre des données de la littérature exposées au cours des sections
précédentes, dans la conception actuelle du GPC, ’activation rythmique des neurones du NVsnpr
mene €galement a une activation rythmique des MNs (Slaoui Hasnaoui et al., 2020). Toutefois,
cette activation peut se faire par des connexions mono- ou polysynaptiques suggérant 1’activation
des INs de la PeriV qui contient la plus grande population de pré-MN du trijumeau (Mizuno et al.,
1983; Landgren et al., 1986; Chandler et al., 1990; Stanek et al., 2014; Slaoui Hasnaoui et al.,
2020). Les INs des régions de la PeriV possédent des caractéristiques distinctes des MNs (McDavid
et al., 2008) et ont la capacité d’établir des connexions entre eux (figure 15) et d’exciter ou inhiber
I’activité de MNs (Kolta, 1997; Scott et al., 2003). C’est en cela qu’ils constituent une population
unique au sein du complexe trigéminal puisqu’ils participent au GPC masticateur en recrutant
potentiellement certaines populations au sein du NVmot. A noter que I’activité des INs peut a son

tour étre modulée par celle des MNs (figure 15).
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Figure 15. Organisation schématique des connexions entre les régions constituant la PeriV. Les traits pleins
représentent les connections ou les réponses ont pu étre évoquées dans un intervalle correspondant a des latences
monosynaptiques alors que les traits pointillés représentent les connections di- et oligosynaptiques. Le vert correspond
aux entrées excitatrices, et le rouge aux inhibitrices. Abréviations: SupV, région supratrigéminale. IntV, région
intertrigéminale. PCRt, formation réticulée parvocellulaire. Medial PeriV, région juxtatrigéminale (JuxtV). NVmt,

noyau moteur du trijumeau. Adapté de Bourque and Kolta, (2001).
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6.3 Retour sensoriel

Tel que nous I’avons soulevé a plusieurs reprises, la mastication n’est pas un mouvement
stéréotypé. La consistance de la nourriture, la force a générer, mais aussi sur d’éventuelles
perturbations sont tant d’éléments qui peuvent influencer la séquence masticatrice (Grillner, 1981;
Rossignol et al., 1988). Les entrées sensorielles sont d’autant plus importantes que leur dynamique
excitatrice serait méme nécessaire a ’activation du GPC masticateur (Morquette et al., 2015) ou
aux transitions entre les cycles masticateurs (Rossignol et al., 1988). Comme nous le verrons
prochainement, les afférences sensorielles occupent un réle de premier plan dans la modulation de

la circuiterie du GPC masticateur.

L’information relative a la force appliquée sur les dents est rapportée par des afférences innervant
les ligaments parodontaux et dont les corps cellulaires sont localisés dans le ganglion
trigéminal (Johansson and Olsson, 1976; Lazarov, 2002). Ces afférences sont actives lorsque 1’on
utilise les molaires durant la mastication et bricvement au début de la phase de FL (Appenteng et
al., 1982; Lund, 1991). Une moindre partie des afférences possédent leurs corps cellulaires dans le
NVmes (Linden, 1978; Gottlieb et al., 1984; Lazarov, 2002), et sont sont quant a elles activées
lorsque 1’on mord volontairement les aliments avec les incisives et le demeurent pendant le broyage
(ou FL). Pendant la mastication, elles percevraient les augmentations de pression pendant la FL et
stimuleraient la fréquence de décharge des MNs de fermeture, occasionnant un allongement de
cette phase (Lund, 1991). La fréquence de décharge des afférences parodontales et fusoriales est
modulée par la vitesse du mouvement (Appenteng et al., 1982). L’importance des récepteurs
parodontaux et fusoriaux est démontrée par Morimoto et al., 1989. En effet, les animaux privés
d’afférences intra-orales par Iésions du nerf alvéolaire inférieur ou maxillaire sont tout de méme

capables de mastiquer, mais avec beaucoup de maladresse.

Finalement, les organes tendineux de Golgi, sensibles aux changements de tension musculaire,
ainsi que la capsule articulaire temporo-mandibulaire sont également des vecteurs d’information
sensorielle. Le dernier renseigne notamment sur la position et la vitesse de déplacement de la
mandibule (Boyd, 1954; Skoglund, 1956; Kawamura and Majima, 1964; Kokai et al., 2007)

pendant la phase d’ouverture de la s€équence masticatrice (Tsuboi et al., 2009).
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Les mouvements de machoire géneérent des réponses sensorielles qui ont souvent tendance a
déclencher des réponses réflexes dans les muscles d’ouverture ou de fermeture. Le systéme
masticateur est un modele ou il est nécessaire d'intégrer les réflexes utiles pendant le mouvement
tout en supprimant les réflexes potentiellement perturbateurs qui pourraient empécher une
performance motrice normale (Lund and Olsson, 1983). A cet effet, il existe deux réflexes

masticateurs : ’'un d’ouverture et I’autre de fermeture de la machoire.

6.3.1 Réflexe de fermeture de la machoire

Le réflexe de fermeture de la machoire est un réflexe myotatique classique. On estime qu'il
augmente la rigidité des muscles de fermeture de la machoire d'au moins 50% (Goodwin et al.,
1978). Le réflexe débute par 1'étirement des fuseaux musculaires des muscles de fermeture de la
machoire (masséter, temporal et ptérygoide médian). Les branches collatérales des axones des
afférences fusoriales (du NVmes) atteignent les MNs de fermeture du NVmot. De ce fait, des
connexions excitatrices monosynaptiques s’établissent entre afférences fusoriales et MNs

provoquant un réflexe d'étirement ou de fermeture de la machoire (Lund and Olsson, 1983).

6.3.2 Réflexe d'ouverture de la méichoire

Dans certaines situations par exemple, des particules tranchantes ou dures présentes dans la
nourriture seraient susceptibles d’endommager les tissus particulierement lorsque la machoire se
referme. Il devient donc nécessaire de pouvoir rapidement ouvrir la bouche. Les muscles
d'ouverture de la machoire sont dépourvus d'afférences fusoriales (Lund and Olsson, 1983) mais il

existe une réponse réflexe excitatrice similaire au réflexe d'étirement.

Le réflexe d'ouverture de la méchoire peut étre déclenché par la stimulation de mécanocepteurs des
leévres, de la muqueuse buccale, de branches du nerf V et de nocicepteurs (Lund et al., 1981, 1984a;
McGrath et al., 1981; Lund and Olsson, 1983; Di Francesco et al., 1986). Les réponses engendrées
sont bilatérales et disynaptiques (Kidokoro et al., 1968).

D’une part, les muscles de fermeture de la machoire sont inhibés et d’autre part les muscles
digastriques sont activés (Lund and Olsson, 1983). Certaines branches du nerf trijumeau terminent

leur course dans la SupV. Un groupe d'INs du noyau permet l'inhibition des MNs élévateurs de
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facon bilatérale (Yanagisawa, 1980). Il existe des INs du NVsp qui provoquent également
l'inhibition des MNs de fermeture de la machoire, et d'autres qui excitent les MNs digastriques

(Lund and Olsson, 1983).

6.3.3 Modulation des réflexes pendant la mastication

La stimulation des mécanorécepteurs lorsque la machoire est au repos active par réflexe le muscle
digastrique et inhibe les muscles de fermeture de la machoire. Cependant, lorsque I'animal
mastique, I'excitation des mémes récepteurs n'active pas le réflexe. Une situation similaire existe
lorsque les afférences fusoriales sont excitées par 'étirement des muscles de fermeture de la
machoire pendant la phase d'ouverture de la mastication (Lund and Olsson, 1983). Il semble que
l'une des fonctions du GPC soit d'ajuster les réflexes en ne favorisant que ceux qui améliorent les
performances motrices (Rossignol et al., 1988). Le réflexe d'ouverture de la machoire par le
digastrique est inhibé pendant toutes les phases de la mastication. A cet effet, I’excitabilité des INs

est modulée par le GPC (Lund and Olsson, 1983).

7.  Cellules gliales

La vision classique du systéme nerveux suggere que les cellules gliales, bien que supérieures en
nombre, jouent un role essentiellement de support physiologique des neurones. Cependant, les
évidences s’accumulent au fait que la glie semble étre un acteur dans le controle de I’activité

neuronale et des synapses (Araque et al., 1999).

7.1 Généralités sur la glie

On divise communément les cellules gliales en deux groupes : la micro- et macroglie (Garcia-
Segura and McCarthy, 2004). La macroglie se compose des cellules épendymaires, des
oligodendrocytes et des astrocytes dans le SNC. Dans le (systéme nerveux périphérique) SNP, on

trouve les cellules de Schwann et les cellules satellites (Garcia-Marin et al., 2007).

Sans en faire un catalogue, nous nous permettrons tout de méme d’évoquer bri¢vement le rdle

occupé par chacune des cellules mentionnées ci-haut.
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Les oligodendrocytes ainsi que les cellules de Schwann forment la gaine de my¢éline du SN qui
supporte et isole les axones. Ceci a pour principal effet d’accélérer la transduction du signal lors
de la genese d’un potentiel d’action. Les cellules microgliales, dérivés du mésoderme, sont les
macrophages résidents du SNC. Elles phagocytent donc et éliminent les corps étrangers ou
endommagés (Voet et al, 2019). Les cellules épendymaires bordent les ventricules et les
compartiments remplis de fluide. Elles assurent un rdle de barricre semi-perméable et sont
impliquées dans la sécrétion du fluide cérébro-spinal et sa détoxification (Del Bigio, 1995;
Benveniste, 1997). Nous discuterons en détail des astrocytes (Figure 16) dans les prochaines sous-

sections.

7.2 L’astrocyte

On parle des astrocytes et de ses semblables : la glie marginale, la glie radiale dans le cerveau et la
moelle épinicre en développement, les cellules de Bergmann dans le cortex cérébelleux, les cellules
de Miiller dans la rétine, les pituicytes dans la neurohypophyse ou encore des tanycytes dans

I'hypothalamus (Garcia-Segura and McCarthy, 2004).
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Figure 16. (a) Dessin de Cajal représentant des astrocytes (indiqués par 'A') dans la couche pyramidale de
I'hippocampe humain (indiqué par 'D'), des astrocytes jumeaux (indiqué par 'B') et une cellule satellite appelée «
troisiéme élément » par Cajal (indiqué par 'a’). Méthode du chlorure d'or sublimé. (b) Différents astrocytes (indiqués
par 'A', 'B', 'C' et 'D") entourant les somata neuronaux dans la couche pyramidale de 'hippocampe humain. Méthode

du chlorure d'or sublimé. Adapté de Garcia-Marin et al., (2007).

Selon leur morphologie et localisation (Kettenmann and Verkhratsky, 2008), on distinguera les
astrocytes protoplasmiques de la matiére grise et fibreux de la maticre blanche. Les premiers
enveloppent les synapses par leurs processus périsynaptiques. Ils sont également en contact direct
avec les vaisseaux sanguins avec leur pied (Foo et al., 2011). Le second groupe d’astrocytes se
démarque par son association aux tractus d’axones myé¢linisés et ses contacts avec les nceuds de
Ranvier. Bien que les astrocytes aient des propriétés communes, ceux-ci exercent des roles
différents selon les régions cérébrales et différentes périodes du développement (Cahoy et al., 2008;

Chai et al., 2017; John Lin et al., 2017; Morel et al., 2017).

7.2.1 Propriétés des astrocytes
Il y a plus de cent ans, Santiago Ramon y Cajal (1852-1934), avait déja proposé un role
physiologique aux astrocytes qu’il appelait « le troisiéme élément » (Figure 16). Alors considérés,
comme cellule de deuxieme classe, Cajal avait d¢ja attribué plusieurs fonctions aux astrocytes qu’il

ne put tester dii a aux limitations expérimentales de son époque.

A 1’échelle macroscopique, on pourra rapidement dire que les astrocytes sont interconnectés les
uns aux autres par des jonctions communicantes (jonctions GAP de type connexines 30 et 43). De
ce fait, ils forment de grands réseaux couplés dits syncytia. (Nagy et al., 2004). Tel que nous I’avons
présenté a la figure 17, les astrocytes répondent aux signaux extracellulaires par des augmentations

intracellulaires de Ca** ([Ca®'];) (Porter and McCarthy, 1995a).
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Figure 17. Les astrocytes répondent 2 une multitude de signaux neuronaux qui déclenchent des cascades de
signalisation aboutissant a 1'augmentation de calcium intracellulaire dans I’astrocyte. Adapté de Bazargani and

Attwell, (2016).

7.2.1.1 Régulation extracellulaire des ions et des neurotransmetteurs

Les prolongements astrocytaires enveloppent les synapses ce qui permet le former un complexe
fonctionnel (Araque et al., 1999). Les prolongements astrocytaires périsynaptiques recapturent les
neurotransmetteurs relachés dans 1’espace interstitiel pour éviter I’accumulation extracellulaire et
qu’ils n’atteignent les synapses voisines (Murphy-Royal et al., 2017). Par exemple, les astrocytes
sont dotés de transporteurs du glutamate permettant a ce dernier de ne pas s’accumuler dans le
compartiment extracellulaire et engendrer de la toxicité (Yang et al., 2009; Tanaka, 2021). Le
glutamate sera ensuite converti en glutamine par les astrocytes et renvoyé aux neurones pour
participer de nouveau a la transmission synaptique (Tani et al., 2014). Similairement, les astrocytes
régulent les concentrations des ions potassium essentiels a une bonne transmission synaptique

(Kuffler, 1967; Djukic et al., 2007; Sibille et al., 2014).
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7.2.1.2 Synaptogenése

Les astrocytes régulent la formation des synapses glutamatergiques (Ullian et al., 2001),
GABAergiques (Elmariah et al., 2005; Hughes et al., 2010), glycinergiques (Cuevas et al., 2005),
et cholinergiques (Reddy et al., 2003; Cao and Ko, 2007). Ils sécrétent également des facteurs
signaux pour la formation de la structure des synapses glutamatergiques (Christopherson et al.,
2005; Kucukdereli et al., 2011). IIs libérent par exemple le SPARC, un antagoniste de la
prosynaptogenichevine (Kucukdereli et al., 2011) qui diminue la densité de récepteurs AMPA aux

sites post-synaptiques (Jones et al., 2011).

7.2.1.3 Support métabolique des neurones

A titre d’exemple, nous nous appuierons sur la théorie de ANLS (Astrocyte-neuron lactate shuttle)
(Magistretti et Pellerin, 1996). En réponse a des signaux d’activité neuronale, du lactate est formé
principalement dans les astrocytes au cours de la glycogénogenese. 1l y aurait un couplage
métabolique neuro-glial dans lequel le lactate est acheminé aux neurones pour qu’ils puissent
rencontrer leur demande en énergie, envoyer des signaux modulant les fonctions neuronales,

I’excitabilité, la plasticité (Magistretti and Allaman, 2018).

7.2.2 Synapse tripartite

Un astrocyte cortical est en contact avec environ 100 000 synapses chez la souris et 2 000 000 chez
I’homme (Bushong et al., 2002; Oberheim et al., 2009). Dans les derniéres années, on s’est rendu
compte que les astrocytes sont des €éléments-clés de la synapse. On parle désormais de la synapse
tripartite : le neurone présynaptique, le neurone postsynaptique et I’astrocyte (Figure 18A; Araque

et al., 1999).

Des travaux ont montré que les astrocytes répondaient a I’activité neuronale puisqu’ils expriment
¢galement des récepteurs GABAergiques, glutamatergiques, cholinergiques et bien d’autres
(Verkhratsky et al., 1998). En retour, les astrocytes peuvent libérer des gliotransmetteurs de type
glutamate, D-sérine, ATP (Volterra and Meldolesi, 2005) pouvant altérer la décharge neuronale

(Figure 17, 18B).

Ainsi, dans le SNC de mollusques, la relache d’acétylcholine neuronale conduit subséquemment a

la libération astrocytaire de I’AChBP, une protéine qui lie ’acétylcholine (Smit et al., 2001). De
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ce fait, il y a un rétrocontrole de la transmission cholinergique (Smit et al., 2001) ou force
synaptique (Araque et al., 1999). En réponse a des signaux, les astrocytes de I’hippocampe sont en
mesure de libérer la D-sérine (Mothet et al., 2005), un puissant agoniste de la glycine a son site de
liaison sur les récepteurs NMDA (Mothet et al., 2000) qui module les courants NMDA et régule
I’excitabilité des cellules (Stevens et al., 2003). Similairement, avec ’ATP relachée par les
astrocytes qui altérerait également 1’excitabilité neuronale (Newman, 2003; Zhang et al., 2003;

Gordon et al., 2005; Pascual et al., 2005).

Il est clair que les astrocytes répondent a la neurotransmission, module a leur tour la communication

neuronale et participent au maintien des synapses (Auld and Robitaille, 2003).

A. B. Astrocyte

Pre-synapse

Neuromodulators

Post-synapse

Figure 18. Les processus astrocytaires périsynaptiques sont des composants structurels et fonctionnels des
synapses. (A) Microscopie électronique de la synapse tripartite dans le cortex visuel de la souris. Les structures
présynaptiques (axone) et postsynaptiques (dendrite) sont mises en évidence en rouge et en vert, respectivement. Un
processus astrocytaire, qui établit des contacts avec les boutons pré- et postsynaptiques, est marqué en bleu (astro). La
barre d'échelle représente 250 nm. (B) Les astrocytes sont également liés fonctionnellement aux synapses, car ils ont
la capacité de détecter 'activité synaptique et d'y répondre par des augmentations calciques intracellulaires et par la
libération de molécules neuroactives qui peuvent renvoyer des signaux aux synapses. Adapté de Allen and Eroglu,

(2017).
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7.2.3 Rythmogenése du noyau sensoriel principal du trijumeau

Plusieurs études se sont interrogées sur I’implication éventuelle des astrocytes dans la circuiterie
des mouvements rythmiques a cause de leur sensibilité aux neurotransmetteurs et modulateurs
neuronaux et de leur réle dans le maintien de I’homéostasie ionique. Par exemple, dans le GPC de
la respiration, des études ont montré que les astrocytes modulaient la décharge neuronale en
détectant les changements de pH dans le sang (Ritucci et al., 2005; Gourine et al., 2010; Okada et
al., 2012) ou en tamponnant le glutamate et potassium extracellulaire (Grass et al., 2004). D’autres
expériences démontrent leur activité durant la locomotion naturelle in vivo ou fictive in vitro
(Sekiguchi et al., 2016; Broadhead and Miles, 2020) ou a la suite de I’activation méme du GPC
locomoteur (Broadhead and Miles, 2020). Dans les derniéres années, notre laboratoire s’est
essentiellement intéressé a savoir comment les cellules gliales pouvaient jouer un rdle dans le GPC
masticateur et s’il pouvait faconner le patron de décharge des neurones.

Morquette et al., (2015) montrent le role des astrocytes dans le NVsnpr dorsal, en s’appuyant sur
une démonstration en plusieurs temps. D’une part, il a été noté que le syncytium astrocytaire
répond, par une signalisation calcique, aux mémes stimuli que ceux qui induisent la décharge
rythmique dans les neurones (i.e., application de NMDA et stimulation des afférences
glutamatergiques du TSNV, Pastor-Bernier et al., 2010). D’autre part, 1’inactivation du réseau
astrocytaire par 1’application intracellulaire de BAPTA, un chélateur de calcium, interfere avec le
patron de décharge rythmique des neurones. Ainsi, il n’est plus possible d’évoquer des décharges
rythmiques dans les neurones dépolarisés par le NMDA. Ces premicres données ont mis le ton a

une éventuelle implication des astrocytes dans la genese du rythme dans le NVsnpr dorsal.

Ayant précédemment identifié la diminution partielle de [Ca*"]. comme promoteur de la décharge
neuronale rythmique soutenue par I’augmentation des courants /nap (Brocard et al., 2006; Pastor-
Bernier et al., 2010), notre laboratoire s’est penché¢ alors sur la protéine S100p qui a des propriétés
chélatrices de calcium et qui est relachée par les astrocytes (Ciccarelli et al., 1999; Sakatani et al.,
2008). Lorsque la S100p est appliquée sur des préparations in vitro, les neurones changent leur
patron de décharge d’un mode tonique a rythmique alors que la [Ca®']c diminue. Ceci était
également observé lors d’applications extracellulaires locales de BAPTA et de NMDA. Ces
décharges rythmiques ne sont plus observées lorsque les courants /nap sont bloqués avec de la TTX

ou du riluzole appliqués localement au niveau pré-moteur.
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Pour terminer leur démonstration, Morquette et al., (2015) réalisent deux dernicres expériences.
Tout d’abord, I’application de NMDA, ne put évoquer des décharges rythmiques dans les neurones
lorsque le réseau astrocytaire était bloqué (diffusion intracellulaire de BAPTA) alors que
I’application extracellulaire subséquente de S100p put induire des décharges rythmiques dans les
neurones (Morquette et al., 2015). Finalement, 1’application d’un anticorps anti-S100B a bloqué
I’apparition de bouffées rythmiques dans les neurones apres stimulation des fibres sensorielles ou

application de NMDA (Morquette et al., 2015).

En somme, la régulation des courants Inwp est assurée par la [Ca**]c et ces courants sont plus
important lorsque [Ca**]c diminue. Or, celle-ci est causée par I’activité des afférences du TSNV au
NVsnpr qui résulte en une activation des astrocytes qui libéreraient le S1008 nécessaire pour la
diminution de la [Ca®']. et ’apparition de décharges rythmiques dans les neurones (Figure 19;

Morquette et al., 2015).
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Figure 19. Mécanisme sous-tendant ’apparition de décharges en bouffées rythmiques dans le GPC de la
mastication. Les neurones du NVsnpr serviraient de relai au thalamus lorsqu’ils déchargent de maniére tonique mais
orchestreraient la commande motrice des mouvements de mastication lorsqu’ils déchargent de maniére rythmique.
L’alternance entre ces deux modes de décharge serait entrainée par une augmentation d’activité induite par des stimuli
susceptibles de diminuer la [Ca*"]. comme la stimulation répétitive du TSNV ou I’application de NMDA. Cette
diminution augmente 1I’amplitude des courants In.p responsables de la décharge en bouffées rythmiques. Parallélement,
les astrocytes répondent par des augmentations intracellulaires de Ca?'et libérent le chélateur de calcium S100p.

Adapté de Morquette et al., (2015).
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8. Objectifs de ’étude

En somme, les récents travaux ont montré que le GPC masticateur se situait entre les poles rostraux
du NVmot et NVIImot. In vitro, le rythme masticateur est généré au sein de la partie dorsale du
NVsnpr (Sandler et al., 1998; Tsuboi et al., 2003; Athanassiadis et al., 2005b; Brocard et al., 2006;
Kolta et al., 2007). Par ailleurs, 1’activation rythmique des neurones dorsaux du NVsnpr mene
subséquemment a celle des MNs d’ouverture et de fermeture de la machoire. De plus, il semblerait
qu’une partie seulement des MNs ne répondent qu’a courte latence. Ainsi, nous nous demandons
comment une seule population de neurones de la partie dorsale du NVsnpr permet I’activation de
maniere concomitante des MNs innervant les muscles antagonistes de la machoire. Le rythme
généré au sein du NVsnpr est-il directement transmis aux MNs trigéminaux ? Des évidences
existent au fait que le réseau d’INs ceinturant le NVmot a la capacité d’exciter ou inhiber 1’activité
de MNs (Kolta, 1997; Scott et al., 2003). Le PeriV pourrait donc fagonner I’enveloppe du
mouvement en activant sélectivement des populations de MNs. Dans le modéle récemment proposé
d’activation du générateur du rythme, dans lequel les astrocytes participent activement, nous ne
savons pas si les INs et astrocytes de la région PeriV contribuent a relayer la sortie du rythme aux
MN:s. Le premier but de cette ¢tude a donc été de confirmer I’implication de cette région dans le
relai du rythme aux MNs trigéminaux. Pour ce faire, nous avons enregistré en imagerie calcique
I’activité des neurones et astrocytes de la PeriV et du NVmot a la suite de divers modes d’activation

rythmique des neurones et astrocytes de la partie dorsale du NVsnpr.

Trois hypotheses soutiennent le protocole expérimental en imagerie calcique que nous décrivons
dans les prochaines sections. Tout d’abord, on suppose que si les neurones du NVsnpr dorsal
s’activent de manicre rythmique, on observera une activation (variation d’intensit¢ de la
fluorescence en imagerie calcique) des MNs trigéminaux mais aussi des INs de la PeriV qui ont la
capacité de moduler leur activité. Concernant les astrocytes de la PeriV, ceux-ci s’activeraient en
réponse a ’activité locale des INs. Il serait tout de méme possible d’enregistrer de 1’activité dans
ces derniers du fait d’une activation du syncytium astrocytaire trigéminal en amont dans le NVsnpr
dorsal. Finalement, les régions de la PeriV activées par la stimulation pharmacologique du NVsnpr

dorsal seraient les mémes observées lors de la stimulation électrique du TSNV.
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SECOND CHAPITRE
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MATERIELS ET METHODES

Toutes les expériences ont ét¢ menées conformément aux régles des Instituts de recherche en santé
du Canada et ont été approuvées par le Comité de protection et d'utilisation des animaux de
I'Universit¢ de Montréal. Des souris transgéniques Thyl-GCaMP6f (C57BL/6J-Tg(Thyl-
GCaMP61)GP5.17Dkim/J, stock 025393, The Jackson Laboratory, Sacramento, CA, E—U),
VGIuT2-GCaMP6f  (B6J.129S6(FVB)-Slc17a6m2Crolowl/Myar,  Vglut2-ires-cre  knock-in
(C57BL/6]) X B6J.Cg-Gt(ROSA)26Sor™m>-1(CAG-GCaMP6DHze /N fyyar] - Ai95(RCL-GCaMP6f)-D
(C57BL/6J), respectivement stock 028863 et 028865, The Jackson Laboratory, Sacramento, CA,
USA) et Wild-type (C57BL/6) ont été utilisées dans cette étude. Les souris transgéniques Thy1- et
VGIuT2-GCaMP6f expriment un indicateur calcique fluorescent vert génétiquement codé
(GCaMPo6f) respectivement dans les neurones ayant de longues projections et les neurones
excitateurs exprimant transporteur vésiculaire au glutamate (VGIuT2) (Ge et al., 2014). Le
GCaMPo6f est utilisé pour le suivi par imagerie de 'activité neuronale dans des neurones individuels

(Chen et al., 2013).

Préparation des tranches de tronc cérébral

Les expériences ont été menées sur des tranches de tronc cérébral de jeunes souris (agées de P8 a
P18) Thyl-GCaMP6f, VGIuT2-GCaMP6f ou C57BL/6. Les animaux ont été anesthésiés a
l'isoflurane (Pharmaceutical Partners of Canada Inc., Richmond Hill, ON, Canada) avant d'étre
décapités. Leur cerveau a rapidement été extrait du crane et immergé dans une solution de liquide
céphalorachidien artificiel (aCSF) a base de saccharose ((en mM) : 3 KCl, 1.25 KH>PO4, 4 MgSOs,
26 NaHCO:s3, 10 dextrose, 0.2 CaCl» et 219 saccharose), refroidie (4°C) et saturée a 95% d'O; et
5% de CO», de pH 7,3-7,4 et d’osmolarité¢ 300-320 mosmol/kg. Des coupes coronales (350 um
d'épaisseur) ont été réalisées dans le méme milieu avec un vibratome (Leica, modele VT 100S).
Les tranches de tronc cérébral de souris contenant a la fois une partie du complexe sensoriel
trigéminal (NVsnpr, NVspo), ainsi que le NVmot et les régions adjacentes (PeriV) ont été
transférées a température ambiante dans une chambre de maintien remplie d'aCSF normal
(composition en mM : 124 NaCl, 3 KCIl, 1.25 KH;POg4, 1.3 MgSO4, 26 NaHCOs3, 25, 10 dextrose
et 1.2 CaClp, pH 7,3-7,4, 290-300 mosmol/kg) oxygéné avec un mélange de 95% O> et 5% COx.

Les tranches y sont restées pendant au moins 1 h avant de procéder a la suite de I’expérimentation.
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Marquage des astrocytes

Pendant la préparation des tranches de tronc cérébral, une chambre de maintien contenant une
solution d’aCSF normal a été déposée dans un bain-marie a 35-38°C. Apres la phase initiale de
préparation, nous avons suivi le protocole d’incubation pour le marquage des astrocytes avec la
sulforhodamine 101 (SR-101) de Kafitz et al. (2008). Les tranches ont été transférées dans la
chambre de maintien puis 1 uM de SR-101) y a été ajouté. Apres 20 minutes, afin de rincer 1’exces
de SR-101 du tissu, les tranches ont été transférées dans une autre chambre de maintien, a 35-38°C,
ne contenant que de 1’aCSF normal pour une durée de 20min. Nous avons finalement poursuivi

avec le reste de 1’expérimentation.

Incubation de l'indicateur calcique AM

Pour enregistrer 1’activité calcique non spécifique de 1’ensemble des neurones et des astrocytes,
nous avons incubé les tranches de tronc cérébral pendant 45 min avec I’indicateur calcique fluo8L-
AM (20 uM, AAT Bioquest, Inc, Sunnyvale, CA, USA) et I’acide pluronique (20 % dans du
diméthylsulfoxyde) a température piece dans de ’aCSF oxygéné. Les tranches ont ensuite reposé
30 min dans la chambre d’électrophysiologie avant 1’acquisition des données. Ainsi, nous avons
pu enregistrer 1’activité d’autres populations de neurones que ceux exprimant un indicateur

calcique génétiquement encodé (non-VGIuT2 ou non-Thy1).

Perfusion

Les souris ont été anesthésiées a l'uréthane (3g/kg). Dés qu'il n'y avait plus de réflexe, afin de vider
les tissus de leur sang, une solution saline (9% dans I’eau MilliQ), chaude (30 °C) a d’abord été
administrée dans le ventricule gauche a l'aide d'une pompe (Shenchen Industry, Pompe
Péristaltique LabS3). Par la suite, la procédure a été reproduite avec du paraformaldéhyde (PFA) 4
%, froid (4°C). Dés que 1’animal était fixé, le cerveau a rapidement été retiré et immergé dans un
flacon de PFA 4% pendant 18h. A la suite de cette incubation, le cerveau a été transféré dans un

flacon de tampon phosphate salin (TPS) avant de poursuivre avec I’immunohistochimie.
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Immunohistochimie

Afin de confirmer I’expression de I’indicateur calcique GCaMP6f dans les neurones Thyl ou
VGIuT2 dans le circuit trigéminal, des sections de tronc cérébral ont été coupées au vibratome
(Technical Products International Inc., Vibratome Series 1000) en tranches de 40 um d’épaisseur
dans du TPS froid (4°C) comme milieu de coupe. Les tranches ont été rincées 3 fois 5 min avec du
TPS et incubées pendant 60 min dans une solution de blocage contenant 0,3% de Triton X-100 et
10% de sérum d’ane normal dans du TPS. Les sections ont ensuite été rincées 5 fois 5 minutes puis
incubées pendant une nuit (16-18 h) a 4°C dans la solution de blocage contenant les anticorps
primaires (Rabbit anti-VGluT2, Abcam, ab229711, dilution 1 : 500 ou Mouse anti-NeuN,
Millipore, MAB377, dilution 1 : 600 et Chicken anti-GFP, Abcam, ab13970, dilution 1 : 1000). Le
lendemain, les sections ont été rincées 5 fois pendant 5 min dans du TPS et incubées pendant 90 a
120 min dans la solution de blocage contenant, qui contient les anticorps secondaires (Donkey anti-
rabbit Alexa594, Jackson, 711-585-152, dilution 1: 800 ou Donkey anti-mouse Alexa594,
Jackson, 715-585-151, dilution 1 : 800 et Donkey anti-chicken Alexa488, Jackson, 703-545-155,
dilution 1 : 800). Les tranches ont ensuite été rincées au TPS 5 fois 5 min avant d’étre montées sur

des lames a I’aide de ProLong Gold antifade reagent with DAPI (invitrogen, P36935).

Imagerie calcique

Pour cartographier les régions de la PeriV répondant aux stimulations, I’imagerie a large champ
n’apas pu étre utilisée a cause de contraintes li¢es a la résolution du signal calcique. C’est pourquoi
nous nous sommes concentrés a enregistrer les régions de la PeriV individuellement et reporter les
données collectées dans chacune des régions sur les représentations schématiques du circuit

trigéminal.

L'imagerie calcique a été réalisée a 1'aide d'un microscope confocal (Olympus FluoView FV 1000)
équipé d'objectifs d’immersion a I’eau 4x (0.28 N.A.), 10x (0.30 N.A.) et 20x (0.50 N.A.).
L'excitation du GCaMP6f (488 nm) a été réalisée avec un laser argon (488 nm) et I'émission a été
détectée a travers un filtre passe-bande (500-545 nm). Les tranches étaient sous exposition
lumineuse continue pendant les enregistrements et les images ont été acquises a des fréquences de
5-7 Hz sans délai d'intervalle entre chaque image (confocal). Le laser a diode 559 nm a été utilisé
pour exciter la SR-101 et la fluorescence émise a été détectée a travers un filtre passe-bande (570-

640 nm). Les indicateurs de Ca*" (fluo8L-AM) ont été excités avec un laser a argon (488 nm) et
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I'émission a été détectée a travers un filtre passe-bande (500-545 nm). Les images ont été acquises

toutes les 0.429 s.

L'imagerie a également été réalisée par microscopie a 2 photons (BliQ) en utilisant un laser
femtoseconde (InSight ; SpectraPhysics) avec un module de compensation de la dispersion
(Deepsee ; SpectraPhysics) émettant des impulsions de 100 fs a 80 MHz. GCaMP6f, Fluo8L et SR-
101 ont été excités a 920 nm. La lumiere émise a été recueillie avec un objectif a immersion a I'eau
5%/0.15 N.A. (Olympus) ou 16x/0.80 N.A. (Nikon). La lumiére collectée est envoyée vers deux
cubes de filtres commutables installés dans 1'unité de détection. Le premier utilisé filtre la lumiére
rouge pour la détection du signal SR-101 (630/92 nm). Le second est utilisé pour filtrer la lumiére
verte pour la détection des signaux GCaMP6 et Fluo8-L (520/40 nm). Pour augmenter la détection
d’activité calcique, chaque image enregistrée puis traitée pour 1’analyse correspond a un

moyennage de 30 images acquises en Is.

Pour évaluer la connectivité topographique, nous avons donc enregistré les réponses calciques de
neurones et astrocytes du complexe du trijumeau (NVsnpr, PeriV et NVmot) a la suite de
stimulations électriques délivrées dans la partie dorsale du TSNV (300 ps d'impulsion, train de 1
s, a 40 Hz, 50-300 pA) a l'aide d'électrodes bipolaires en tungsténe controlées par un stimulateur
(Stimulus Isolator A365, World Precision Instruments). Nous avons également fait des applications
pharmacologiques de BAPTA (5mM, 30 s) dans la partie dorsale du NVsnpr a I’aide d’un
picospritzer (General Valve, < 20 psi). Les stimulations ¢électriques et applications

pharmacologiques ont parfois été réalisées sur une méme tranche.

Analyse de ’imagerie calcique

Les images obtenues ont été traitées et analysées avec FIJI ImagelJ (NIH) et Microsoft Excel. Les
changements d'intensité de fluorescence des cellules ont été déterminés par le calcul des valeurs
moyennes des pixels contenus dans des régions d'intérét (ROI) tracées sur les corps cellulaires a
I’ensemble des images acquises. Le plugin dFoverFmovie F1JI a également été utilisé pour aider a
déceler les réponses calciques plus faibles qui peuvent avoir été cachées par une fluorescence de
fond plus ¢élevée. Les réponses calciques ont été quantifiées pour chaque cellule en tant que
changements relatifs de l'intensité de fluorescence (AF) par rapport a la fluorescence de base et ont
été calculées en % comme suit (%oAF/Fo) = [(F — Fo)/Fo] x 100 : Fo la fluorescence de la ligne de

base, F la fluorescence a un temps t de I’enregistrement. Dans certains cas, seuls les neurones ayant
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répondu par des changements de fluorescence d'au moins 50% ont été comptabilisés dans notre

analyse.

Afin de différencier le signal calcique provenant des astrocytes et des neurones, la SR-101 a été

ajoutée aux tranches expérimentales telles que nous I’avons décrit plus haut.

Pour différencier une réponse calcique de type plateau d’une réponse rythmique, nous avons tout
d’abord lissé les signaux calciques a I’aide de la méthode de Savitzky-Golay du logiciel OriginPro
2022b. Une fois les signaux extraits, nous avons employé comme critére que si les oscillations sur
les plateaux ne se distinguaient pas clairement de la ligne de base, il s’agissait alors de plateau

sinon une réponse rythmique dont on pouvait extraire la fréquence d’oscillations.

Analyse topographique

Des coordonnées (x ; y) ont été attribuées aux cellules ayant répondu aux stimulations électriques
et pharmacologiques. Ceci nous a donc permis de les cellules ayant répondu et de les représenter
graphiquement dans des représentations normalisées du NVsnpr, du NVmot et de la PeriV d’apres

le protocole décrit par Condamine et al., (2018Db).

Afin d’uniformiser I’ensemble des données collectées, toutes les mesures de position cellulaire
obtenues ont été rapportées a un intervalle de valeurs se situant entre 0 et 1. A cet effet, nous avons

divisé la coordonnée obtenue par la longueur (axe des x) ou la largeur (axe des y) totale de I’image.

Dans un premier temps, les images en lumiére transmise obtenues a 16x ou 20x ont été
redimensionnées dans le logiciel Inkscape 1.1.2 pour qu’elles se superposent aux images obtenues
a 5x et 4%, En alignant le coin supérieur gauche de I’image résultante a I’origine du repere, les
coordonnées des cellules enregistrées a 16x ou 20x ont pu étre lues dans les repéres 5x et 4x; on
les désigne par (Xsx ; ysx). Dans un deuxiéme temps, le noyau de référence (NVsnpr ou NVmot) a
été traité dans le logiciel FIJI ImagelJ. Pour ce faire, I'outil Polygone combiné a 'option Bounding
Rectangle a ét¢ utilisé pour tracer un ROI autour des noyaux de référence afin de mesurer la taille
du plus petit rectangle (w ; h) entourant leurs limites et les coordonnées du noyau de référence au
sein de I’image (xBr ; yBr). Pour exprimer les coordonnées des cellules dans le Bounding
Rectangle, nous avons appliqué la formule suivante : (XR ; YyR) = (X5X—XBR ; Y5X—YBR) OU (XR, YR)
sont les coordonnées de la cellule dans le rectangle délimité par le ROI; (xsx, ysx) sont les

coordonnées de la cellule dans le référentiel 5x ; et (xgr, yBr) sont les coordonnées du référentiel
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rectangle. On obtient ainsi (Xr ; YRr), les coordonnées représentant le positionnement de la cellule
en fonction de 1’axe des abscisses et des ordonnées dans la représentation schématique du noyau
artificiel. Il faut également noter deux choses : les coordonnées des cellules de la PeriV ont été
obtenues en utilisant le NVmot comme noyau de référence et, afin d’appliquer le protocole tout
juste illustré, les images ont été arbitrairement orientées de sorte que le NVsnpr se retrouve a
gauche de I’image et la ligne médiane a droite de I’image. Sur ces représentations, le coté dorsal

est vers le haut alors que le ventral est vers le bas.

Pour générer les cartes de densité cellulaire, les coordonnées x- et y- des cellules ont été utilisées

dans le logiciel OriginPro 2022b.

Statistiques et graphiques

A travers la section Résultats, les données sont exprimées en tant que moyenne + erreur standard a
la moyenne (SEM). "N" représente le nombre d'animaux utilisés tandis que "n" représente le
nombre de cellules comptabilisées pour ’analyse. Les tests statistiques ont été réalisés a 1'aide du
programme IBM SPSS Statistics et GraphPad Prism 9.0.0. Des ANOVA a deux groupes ont été
utilisées pour comparer les latences et durées des réponses calciques des régions du NVsnpr,
NVmot et de la PeriV a la suite de la stimulation é¢lectrique ou de I'application de BAPTA. La

significativité statistique a été définie a partir de P < 0,05.
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RESULTATS

1. Validation des modéles expérimentaux

Plusieurs observations faites en imagerie calcique et en ¢électrophysiologie suggerent que le tronc
cérébral est une région dans laquelle il y a une certaine résistance a 1I’expression de transgéne par
rapport a d’autres telles que le cortex, I’hippocampe, le cervelet (Chen et al., 2016; Gamage et al.,
2023). Cette observation sera ultérieurement discutée. A cet effet, nous avons procédé, dans un
premier temps, a une validation anatomique de I’expression de I’indicateur calcique GCaMP6f
dans deux lignées de souris transgéniques 1’exprimant sous le contréle des promoteurs VGlut2
(figure 20A, B et C) et Thyl (figure 20D, E et F). Le premier promoteur est exprimé par les
neurones possédant le transporteur vésiculaire au glutamate (VGIuT2) (Ge et al., 2014) : les INs
excitateurs de la PeriV et les neurones du NVsnpr. En parall¢le, nous savons que plusieurs neurones
ont de longues projections comme les MNs du NVmot ou les neurones du NVsnpr vers le thalamus
(Gordon et al., 1987). Comme attendu dans le NVsnpr, le NVmot et la PeriV, les neurones VGIuT2
ou Thy1 expriment I’indicateur calcique GCaMP6f (fleches sur la figure 20C,F) dans les lignées
de souris correspondantes.

Pour déceler les réponses astrocytaires en méme temps que les réponses neuronales, nous avons
ajouté la Fluo8L-AM, qui est un indicateur calcique principalement pris par les astrocytes
lorsqu’ajouté au bain (figure 20G, I). Pour s’assurer qu’il s’agissait d’un astrocyte, la SR-101 a
été ajoutée aux préparations contenant le complexe trigéminal afin de marquer spécifiquement les
astrocytes (figure 20H, I). Pour ce faire, nous avons réalis¢ des applications de glutamate pendant
30 secondes dans la partie dorsale du NVsnpr et avons enregistré les réponses calciques obtenues
au sein du NVsnpr méme ou dans d’autres régions de la PeriV. Ainsi neurones et astrocytes du
NVsnpr dorsal (figure 201, J) et de la PeriV (figure 20 I, K) ont répondu aux applications de
glutamate confirmant ainsi la fonctionnalit¢ de nos deux indicateurs calciques (GCaMPo6f et

Fluo8L).
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Figure 20. L’indicateur calcique GCaMP6f est exprimé sous le contréle des promoteurs neuronaux Thyl et
VGIuT2 dans deux lignées de souris distinctes. (A) La protéine fluorescente verte (GFP, en vert) permettant
d’identifier le GCaMPO6f est exprimée dans le soma de neurones du NVsnpr. (B) Le transporteur vésiculaire au
glutamate (VGluT2, en rouge) est lui révélé par une multitude de « vésicules » principalement localisées dans le
neuropile. (C) La superposition des marquages de la GFP et du VGIuT2 montre quelques neurones exprimant les deux
protéines (en jaune, fleches). (D) La GFP (en vert) dans le soma de neurones du NVsnpr et du NVmot permet
d’identifier le GCaMP6f cette fois dans une souris Thyl-GCaMP6f. (E) La protéine neuronale nucléaire (NeuN, en
rouge) permet d’identifier le noyau de neurones du NVsnpr et du NVmot. (F) Les co-marquages de la NeuN avec la
GFP permettent d’identifier les neurones de projection qui expriment le GCaMP6f (en jaune, fléches). (G) Cellules
ayant incorporé le Fluo8L (en vert). (H) Astrocytes marqués a la SR-101 (en rouge). (I) Superposition des deux
photographies précédentes montrant les astrocytes doublement marqués (en jaune). (J et K) Variations d’intensité de
fluorescence (% AF/F) d’un neurone et d’un astrocyte, respectivement dans le NVsnpr et la PeriV, avant et aprés 30

secondes d’application de glutamate dans le NVsnpr.

2. Les applications de BAPTA génerent majoritairement des réponses

rythmiques dans les neurones et astrocytes du NVsnpr dorsal

Nous avons précédemment montré (Morquette et al., 2015) que la relache extracellulaire du S1003
par les astrocytes entraine 1’apparition de décharges rythmiques dans les neurones de la partie
dorsale du NVsnpr. Expérimentalement, la diminution de la concentration extracellulaire de
calcium ([Ca®']e) engendrée par le S100B peut étre simulée par I’application de BAPTA dans la
partie dorsale du NVsnpr. Cette manipulation induit également, de 1’activité rythmique dans les
neurones du N'Vsnpr de préparations in vitro (Morquette et al., 2015; Slaoui Hasnaoui et al., 2020).
Ces résultats ayant principalement été acquis en €lectrophysiologie, nous cherchions a documenter
la circuiterie trigéminale impliquée dans le GPC masticateur en imagerie calcique. Dans un premier
temps, nous avons vérifié que nous étions en mesure de détecter I’activité des cellules du NVsnpr,
en réponse a des applications locales de BAPTA (5 mM, N=13) dans la partie dorsale du noyau.

Suite a des applications de BAPTA pendant 25,4 + 1,4 s, nous avons observé des réponses dans les
neurones (Figure 21A, cercles vides, n=9) et les astrocytes (Figure 21A, cercles pleins, n=25) de
la partie dorsale du NVsnpr. Trois patrons de réponses calciques ont pu étre observés, autant dans
les neurones que les astrocytes : transitoire, soutenue ou rythmique (Figure 21A,B et Tableaux 1

a 4) . De I’ensemble des cellules enregistrées, huit cellules (23% des cas, figure 21C) dont trois

neurones (30% des neurones) et 5 astrocytes (20% des astrocytes) ont montré des réponses
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transitoires. Le quart des réponses observées étaient de type rythmique (figure 21C) et retrouvé
dans les neurones (n=2) et les astrocytes (n=6). De telles réponses regroupaient des activités
calciques oscillatoires (Figure 21B, deuxiéme et troisi¢me tracés) auxquelles nous avons attribué
les mesures de durées et de fréquences d’oscillations dans les tableaux 1 a 4. On retrouvait
¢galement des plateaux surmontés d’oscillations récurrentes (Figure 21B, sixiéme tracé) associés
a la durée de plateau et fréquence sur les plateaux (Tableaux 1 a 4). On observait finalement des
plateaux récurrents (Figure 21B, premier tracé) rapportés par la durée des plateaux récurrents et
sa fréquence (Tableaux 1 a 4). Dans le cadre des réponses rythmiques, on désigne par épisode
calcique, la durée d’un plateau ou d’une oscillation (Figure 21D). Ainsi, nous avons constaté que
les événements unitaires calciques des épisodes rythmiques sont de courtes durées dans les
astrocytes (9 2 s) alors qu’ils sont plus long dans les neurones (34 = 2 s). Finalement, les réponses
calciques soutenues sont les plus fréquemment retrouvées (51% des cas). Ces derniéres se
présentent sous la forme de plateaux (Figure 21B, tracés verts). Elles ont été observées dans 5

neurones et 13 astrocytes.

Nous avons arbitrairement sous-divis€¢ le NVsnpr en quatre régions (Figure 21A) ou la partie
dorsale du noyau est représentée par [R1 et R2] alors que [R3 et R4] désignent la partie ventrale
(Slaoui Hasnaoui et al., 2020). De I’ensemble de cellules enregistrées (n=35), trente-quatre (N=13)
ont été schématisées sur une représentation normalisée (Figure 21A). La répartition de réponses
(tous patrons confondus) s’organise comme suit dans [R1] (65% des cellules dont 6 neurones et 16
astrocytes), [R2] (29% des cellules dont 2 neurones et 8 astrocytes), [R3] (6% des cellules dont 1
neurone et 1 astrocyte) et [R4] (Aucune cellule). L’application de BAPTA dans la partie dorsale
résulte donc en une activation préférentielle des cellules avoisinantes du %4 dorsal du NVsnpr (R1)
et s’étend quelque peu a R2 (94 %, Figure 21A,F). En termes de patron de réponses (Figure 21E),
la majorité des réponses transitoires sont observées dans les astrocytes de [R2] (38% de I’ensemble
des réponses transitoires observées dans le NVsnpr) et dans une plus faible proportion dans les
neurones de [R1], [R2] ou [R3] (13% de I’ensemble des réponses transitoires). Les réponses
rythmiques, elles sont réparties entre R1 et R2 (respectivement 56% et 44% des cellules), alors que
les réponses soutenues sont majoritairement observées dans les astrocytes et les neurones de R1

(respectivement 65% et 18% des réponses soutenues).
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Graphiquement, on remarque que les neurones activés semblent étre concentrés autour du site de

stimulation (R1) alors que les astrocytes sont plus dispersés (Figure 21A).

Il est intéressant de souligner que plusieurs cellules de R1 uniquement semblent répondre de fagon
synchrone (Figure 21B, zones grisées) a la suite de 1’application de BAPTA. Lorsqu’elles étaient
dans un méme champ d’acquisition (N=2, n=4 cellules par animal), les distances les séparant entre
33 et 183 um (Figure 21G, premicre et deuxiéme illustration). Dans d’autres cas, des cellules
n’appartenaient pas au méme champ d’acquisition, mais répondaient a la méme latence par rapport
au début de la stimulation (n=6 cellules, N=1). On parlait ici de distances étaient de 295 ou 562 um
(Figure 21G). Les cellules dont I’activité était synchrone étaient majoritairement des astrocytes

(n=11/14) ayant pour la plupart un profil d’activité soutenue (n=9/14).

Compte tenu de la variabilité importante des latences entre cellules, nous avons restreint nos
analyses statistiques aux cellules a proximité du site de stimulation (R1). Les réponses calciques
se produisent a des latences variables entre les neurones et les astrocytes. Bien que les neurones
aient tendance a répondre plus tot (16 =9 s contre 19 + 4 s pour les astrocytes, Figure 21H), cette
différence n’est pas significative. Il en est de méme pour la durée totale de réponse qui est de 46 +
7 s pour les astrocytes et de 37 + 14 s pour les neurones (Figure 21 I). Méme en tenant compte du
profil de réponse, peu de différences semblent émerger entre les réponses des astrocytes et celles
des neurones. Finalement, les neurones distants (R2 et R3, Figure 21A) du site d’application (R1)

ont des latences plus élevées que ceux a proximité (respectivement 68 + 11 set 16 + 9 s).
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Figure 21. Les applications de BAPTA générent majoritairement des réponses rythmiques dans les neurones et
astrocytes du NVsnpr dorsal. (A) Les applications locales de BAPTA (25.4 £ 1.4 s) dans la partie la plus dorsale de
NVsnpr évoquent différentes réponses calciques (transitoire, rythmique ou soutenue) dans les neurones (cercles vides,
n=9) et les astrocytes (cercles pleins, n=25). La position des cellules de 13 tranches est reportée sur une représentation
normalisée du NVsnpr. Le NVsnpr a artificiellement été subdivisée en 4 sections (R1, R2, R3 et R4). La barre d’échelle
de la photographie d’une tranche du complexe sensorielle nucléaire du trijumeau représente 500 um. (B) Trois types
de réponses calciques neuronales et astrocytaires ont été observés: Transitoires (bleu, n=8 cellules), Soutenues (vert,
n=18 cellules) et Rythmiques (rouge, n=8 cellules). Certaines cellules pouvaient étre actives de maniére synchrone
(zones grisées). (C) Répartition des types de réponses dans les neurones, les astrocytes et les deux types cellules réunis

ensembles. (D) Une réponse rythmique peut étre divisée en événement calcique unitaire (rectangle bleu) associé a une
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durée (A ou B). A cet effet, la fréquence de telles oscillations correspond a I’inverse de la moyenne des durées inter-
événement (moyenne des durées A et B). (E) Répartition des types de réponses dans 1’ensemble des divisions R1, R2,
R3 et R4 du noyau subdivisé. (F) Carte de densité cellulaire obtenue a partir des coordonnées des cellules montre que
les cellules ayant répondu a la stimulation se concentrent principalement (94 %) dans le Y4 dorsal du NVsnpr. (G)
Cellules ayant répondues de maniére synchrone (N=2, n= 4 cellules par animal) ou a la méme latence (N=3, n=2
cellules par animal) dans la moitié dorsale du NVsnpr (R1 et R2). Les distances minimales et maximales séparant de
telles cellules sont illustrées en rouge. (H et I) Moyennes (+ SEM) des latences (H) et des durées (I) des réponses des

neurones (colonnes noires) et des astrocytes (colonnes grises) de la sous-division R1 du NVsnpr. ns, non-significatif.

3. Les applications de BAPTA dans la partie dorsale du NVsnpr générent des

réponses principalement dans la SupV, la PCRt et le NVmot

Il a été observé que 1’activation rythmique des neurones du NVsnpr par I’application locale de
BAPTA entraine I’activation rythmique subséquente des MNs du NVmot aussi bien en
¢lectrophysiologie qu’en imagerie calcique (Slaoui Hasnaoui et al., 2020). Nous avons testé si nous
pouvions, en plus des cellules du NVsnpr, observer une activation des MNs du NVmot dans nos
conditions expérimentales, c’est-a-dire en activant le NVsnpr avec des applications de BAPTA.

A partir des réponses calciques observées (Figure 22A), nous avons établi un ratio du nombre de
cellules par animal et par région (Figure 22C). Bien que nous ayons un ratio de 3,1 cellules/animal
dans le NVmot, le faible nombre de tentatives (N=4) ne nous permet pas de tirer de conclusions
claires. Toutefois, nous retrouvons les trois types de réponses calciques obtenues dans le NVsnpr
(Figure 22A, D, tableaux 1 a 4). Trois MNs répondent de fagon transitoire, un seul de facon
rythmique et un dernier de facon soutenue. Quant aux astrocytes, quatre d’entre eux répondent de

maniere rythmique, deux par plateaux et un seul de fagon transitoire.

La réponse des MNs (Figure 22E, F) est plus tardive (44 = 13 s) que celle des astrocytes (28 = 11
s) et plus courte (respectivement 8 + 4 s et 33 = 12 s). Ceci suggere une activation initiale des
astrocytes du NVmot menant subséquemment a une activation des MNs. Or, une telle observation
est surprenante puisque compte tenu des données recueillies précédemment (Slaoui Hasnaoui et
al., 2020), les MNs répondent relativement plus rapidement a une latence moyenne avoisinant les
14 secondes. Nous nous sommes donc de nouveau intéressés a savoir ce qui pourrait expliquer

I’écart entre les latences des neurones du NVsnpr (16 + 9 s) et du NVmot (44 £+ 13 s). Nous avons
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cherché a tester I’hypothese selon laquelle il existerait a la fois des connexions monosynaptiques
et polysynaptiques du NVsnpr en direction des MNs. De telles connexions polysynaptiques

impliqueraient alors 1’activation des INs de la PeriV (Kolta, 1997; Bourque and Kolta, 2001).

De fagon surprenante, trés peu de cellules ont répondu aux stimulations dans la région IntV, partie
de la PeriV adjacente au NVsnpr et ce malgré le nombre élevé de tentatives (Figure 22C, N =11,
n =5 astrocytes). Nous présumons donc que I’activité enregistrée dans les cellules d’autres régions
plus €loignées (JuxtV, PCRt; voir plus bas) ne découle pas de la diffusion directe du BAPTA vers
les régions adjacentes. De méme, le faible nombre de cellules obtenues au sein de la région JuxtV
(Figure 22C, N=6, n =9 cellules) ne nous permet pas d’analyser de maniére concluante les données
obtenues. En dressant une carte de densité cellulaire (Figure 22B), nous voyons que les cellules
activées par la baisse de [Ca®']. dans le NVsnpr dorsal se répartissent dans deux principales régions

: la SupV, dorsale au NVmot et la PCRt, ventrale au NVmot.

Comme rapporté a la figure 22A et D ainsi que les tableaux 1 a 4, les 3 types de réponses
précédemment décrites dans le NVsnpr et le NVmot sont retrouvées au sein de la PeriV. La majorité
des neurones de la SupV, dans sa partie distale au NVsnpr, ont montré des réponses soutenues
(n=15, 71% des neurones,) alors que seulement 1 neurone répondait de maniére rythmique et 5 de
fagon transitoire (figure 22D). A I’inverse, la moitié des astrocytes (n=13) répondaient de maniére
rythmique, alors que seulement 5 présentaient une réponse soutenue (3 représentés) et 8 une
réponse transitoire (figure 22D). Le grand nombre de neurones répondant de maniere soutenue
pourrait s’expliquer par le fait qu’ils sont en phase de plateaux dépolarisants qui meneraient
éventuellement a 1’apparition de bouffées calciques. Contrairement a ce qui était observé dans la
SupV, la majorité des neurones de la PCRt (n=9 sur 11, figure 22D) présentait un profil de réponse
transitoire, méme si les astrocytes y répondaient majoritairement de fagon rythmique (n=5 sur 11,

figure 22D).

Comme observé dans le NVsnpr dorsal, nous observons également de la synchronie pour des

cellules de la SupV (N=2, n=8, dans un rayon de 60 a 300 pum).

Finalement, en ce qui concerne les neurones a I’extérieur du NVsnpr, les latences de réponses les
plus courtes (Figure 22E) ont été observées dans la SupV (28 + 8 s) et la JuxtV (22 £ 8 s) alors
qu’elles sont plus importantes dans le NVmot (44 £+ 13 s) et la PCRt (52 + 8 s). Par ailleurs, la
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SupV avait aussi les neurones dont la durée de réponse était la plus longue (Figure 22F, durée de

38 £ 3 s) par rapport au NVmot (8 £4 s), la PCRt (3 + 1 s) et la JuxtV (7 £ 5 s).
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Figure 22. Les applications de BAPTA dans la partie dorsale du NVsnpr générent des réponses principalement
dans la SupV, PCRt et NVmot. (A). Distribution des réponses calciques observées (transitoire en bleu, rythmique en
rouge et soutenue en vert) dans les neurones de la PeriV et du NVmot (cercles vides, n=46) et les astrocytes (cercles
pleins, n=49) suite a I'application de BAPTA dans la partie dorsale du NVsnpr. Le barre d’échelle représente 500 pm.
(B) Carte de densité cellulaire obtenue a partir des coordonnées des cellules illustre les zones ayant le plus de réponses
(SupV et PCRt). (C) Ratio du nombre de cellules actives par animal en fonction des régions étudiées. (D) Distribution
des réponses (rythmique, transitoire et soutenue). Les réponses rythmiques sont majoritaires dans les astrocytes de la

PeriV alors que le profil de réponses des neurones différe d’une région a I’autre. Ils répondent principalement de
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maniére transitoire dans la PCRt (82%)), la JuxtV (67%) et le NVmot (60%) alors qu’ils répondent de maniére soutenue
(71%) dans la SupV. (E et F) Moyennes (£ SEM) des latences (E) et des durées (F) des réponses des neurones
(colonnes noires) et des astrocytes (colonnes grises) dans les différents noyaux de la PeriV et le NVmot aprés

stimulation du NVsnpr.

4. La stimulation électrique de la partie dorsale du tractus spinal du trijumeau

génére des réponses rythmiques dans les neurones et astrocytes du NVsnpr

La stimulation ¢€lectrique de la partie dorsale du tractus trigéminal (0,3 ms pulse, 40 Hz, train de 1
s, 200-300 pA; figure 23A) a généré des réponses calciques dans 60 cellules (12 neurones et 48
astrocytes, N = 14). Celles-ci se concentraient dans la partie dorsale du NVsnpr avec 32 cellules
dans R1 (4 neurones et 28 astrocytes) et 18 cellules dans R2 (8 neurones et 10 astrocytes) et 10
cellules dans la partie ventrale (R3 et R4) étaient toutes des astrocytes (Figure 23A, E). Notre
analyse (tableaux 1 a 4) s’est uniquement portée sur les réponses neuronales et astrocytaires de la
partie dorso-médiane du NVsnpr (Figure 23A, [R1] et [R2]) que I’on considére comme génératrice
du rythme. Les réponses rythmiques (Figure 23A, C, D, 6 neurones et 20 astrocytes) et transitoires
(Figure 23A, C, D, 5 neurones et 16 astrocytes) ont été observées en en plus grand nombre que les
réponses soutenues (Figure 23A, C, D, 4 astrocytes et 1 neurone).

L’étendue spatiale des réponses calciques a la stimulation électrique du tractus est plus importante
que celle observée avec la stimulation dorsale du NVsnpr par le BAPTA (Figure 21F et 23B). Les
réponses demeurent tout de méme principalement confinées dans le %4 dorsal du noyau observé
plus tot (Figure 21F). Plusieurs cellules sont activées de fagon synchrone. Le rayon pour des
cellules qui répondent dans un méme champ d’acquisition varie entre 23 et 244 um (Figure 23F,
N=6, n=14). Quant aux cellules qui répondent a une méme latence par rapport au début de la
stimulation, la distance les séparant est de 304 um (n=2, Figure 23F). Il est intéressant de souligner
que la synchronie observée entre cellules implique souvent des cellules au profil d’activité

rythmique (n=9 sur 14Figure 23F).

Finalement dans la partie dorso-médiane, les neurones répondent plus rapidement (Figure 23G,
latence de 7 + 4 s) que les astrocytes (Figure 23G, latence de 21 + 4 s). Contrairement avec ce qui

est observé avec la stimulation par le BAPTA, cette tendance est significative (Test de T, *P =
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0,015). Il en est de méme avec la durée totale de réponse qui est significativement plus élevée dans

les astrocytes (Figure 23H, 34 + 6 s) que dans les neurones (Figure 23H, 6 £ 2 s).
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Figure 23. La stimulation électrique de la partie dorsale du tractus spinal du trijumeau génére des réponses
rythmiques dans les neurones et astrocytes du NVsnpr. (A) La stimulation électrique du tractus spinal du trijumeau
(0,3 ms pulse, 40 Hz, train de 1 s, 200-300 pA) a évoqué des réponses calciques dans les neurones (cercles vides, n=12)
et les astrocytes (cercles pleins, n=48) du NVsnpr dorsal et ventral. (B) Carte de densité cellulaire obtenue a partir des
coordonnées des cellules montre que les cellules ayant répondu a la stimulation se concentrent principalement dans le

Ya dorsal du NVsnpr. (C) Trois types de réponses calciques neuronales et astrocytaires ont été¢ observés dans la partie
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dorso-médiane du NVsnpr: Soutenues (vert, n=5 cellules), Rythmiques (rouge, n=26 cellules) et Transitoires (bleu,
n=21 cellules). Certaines cellules pouvaient étre actives de maniere synchrone (zones grisées). (D) Répartition des
types de réponses dans les neurones, les astrocytes et les deux types cellules réunis ensembles. (E) Répartition des
types de réponses dans 1’ensemble des divisions R1, R2, R3 et R4 du noyau subdivisé. (F) Cellules ayant répondues
de maniére synchrone (N=5, n=3 cellules par groupes en moyenne) ou a la méme latence (n=2) dans la moitié dorsale
du NVsnpr (R1 et R2). (G et H) Moyennes (£ SEM) des latences (G) et des durées (H) des réponses des neurones

(colonnes noires) et des astrocytes (colonnes grises) dans le NVsnpr apres stimulation du TSNV (* p < 0,015, test de

t).

5. La stimulation électrique du tractus trigéminal dorsal génere des réponses

dans toutes les régions de la PeriV

La stimulation électrique de la partie dorsale du tractus trigéminal (0,3 ms pulse, 40 Hz, train de 1
s, 200-300 pA; Figure 24A) a généré des réponses calciques dans le NVmot ainsi que toutes les
divisions de la PeriV (Figure 24A, B). Contrairement a ce qui a été observé avec 1’application de
BAPTA dans le NVsnpr dorsal, les régions IntV et JuxtV sont grandement activées par la
stimulation sensorielle du tractus trigéminal. A nouveau, le NVmot, la SupV et la PCRt sont des

foyers ou I’on retrouve une importante densité de réponses calciques (Figure 24B, C).

Les 3 types de réponses observés dans le NVsnpr, ont été enregistrés dans le NVmot et la PeriV
(Figure 24A, D). La majorité des réponses du NVmot était de type transitoire ou rythmique dans
les MNs (respectivement n=5 sur 11 et n=5) ainsi que dans les astrocytes (respectivement n=4 sur

12 et n=5 sur 12).

A I’image de ce qu’on a pu retrouver dans la PeriV avec les applications de BAPTA, trés peu de
neurones ont été enregistrés dans les régions JuxtV (n=3) et IntV (n=3) (Figure 24C, Tableau 1 a
4). A P’inverse, ce sont les astrocytes qui démontrent ’essentielle des réponses aux stimulations
¢lectriques dans ces 2 régions (Figure 24A, Tableau 1 a 4). Dans la JuxtV, sept astrocytes sur 9
répondent de maniére transitoire (n=4) ou soutenue (n=3). Dans I’IntV, ce sont 8 astrocytes sur 10
qui répondent de maniere rythmique (n=3) ou soutenue (n=5). Pour ce qui est de la SupV, la
distribution des réponses n’est pas la méme dans les neurones puisque la majorité d’entre eux (n=11
sur 16; Figure 24D, Tableau 1 a 4) répond de maniére transitoire alors qu’elle 1’est dans les

astrocytes (n=30 rythmiques sur 48; Tableau 1 a 4). Finalement, les réponses enregistrées dans la

85



PCRt sont similaires a ce que nous avions retrouvées plus tot avec les applications de BAPTA. La
quasi-totalité des neurones (n=15 sur 16) répond de maniére transitoire (n=10) ou rythmique (n=5)

alors que les astrocytes répondent uniquement par des activités rythmiques (n=1) ou soutenues

(n=4).

A I’extérieur du NVsnpr, les latences (Figure 24E) les plus courtes ont été observées dans 1’IntV
(6 £ 3 s pour les neurones, 44 = 11 s pour les astrocytes), la JuxtV (21 &+ 11 s pour les neurones, 44
+ 11 s pour les astrocytes) et la PCRt (32 £+ 8 s pour les neurones, pour les 54 + 14 s astrocytes),
alors qu’elles étaient plus longues dans le NVmot (41 + 13 s pour les neurones, 55 £ 13 s pour les
astrocytes) et la SupV (59 £ 13 s pour les neurones, 49 = 5 s pour les astrocytes). On observe
finalement des réponses neuronales de plus courtes durées (Figure 24F) dans les régions IntV (1
+05s), SupV (7+2s)etle NVmot (8 + 2 s) que la PCRt (18 £ 6 s) la JuxtV (18 £ 10 s). Quant aux
astrocytes, ils répondent plus longtemps que les neurones : PCRt (19 £ 5 s), JuxtV (37 £ 16 ), IntV
(37 £13s), NVmot (44 = 11 s) et SupV (60 £ 9 s).
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Figure 24. La stimulation électrique du tractus trigéminal dorsal génére des réponses dans toutes les régions de

la PeriV. (A) Distribution des réponses calciques observées (transitoire en bleu, rythmique en rouge et soutenue en

vert) dans les neurones de la PeriV et du NVmot (cercles vides, n=50) et les astrocytes (cercles pleins, n=75) suite a la

stimulation électrique du tractus spinal du trijumeau (0,3 ms pulse, 40 Hz, train de 1 s, 200-300 pA). Le barre d’échelle

représente 500 um. (B) Carte de densité cellulaire obtenue a partir des coordonnées des cellules illustre I’activation de

I’ensemble de la PeriV. (C) Ratio du nombre de cellules actives par animal en fonction des régions étudié¢es. (D)

Distribution des réponses (rythmique, transitoire et soutenue). Les réponses rythmiques ou soutenues sont majoritaires

dans les astrocytes de la PeriV alors que le profil de réponses des neurones est essentiellement transitoire d’une région

a I’autre. (E et F) Moyennes (+ SEM) des latences (E) et des durées (F) des réponses des neurones (colonnes noires)

et des astrocytes (colonnes grises) dans les différents noyaux de la PeriV et le NVmot apres stimulation du TSNV.
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Trois constats peuvent étre relevés concernant la stimulation électrique du TSNV par rapport aux
applications de BAPTA dans le NVsnpr dorsal (Figure 25). Dans un premier temps, on observe
que la stimulation du TSNV a une tendance plus importante a activer les cellules du NVsnpr et de
la PeriV que les applications de BAPTA (Figure 25A). Dans un second temps, les neurones
semblent répondre avec des latences plus courtes (Figure 25B) mais des durées variables avec la
stimulation du TSNV par rapport aux applications de BAPTA (Figure 25C). Finalement, les
astrocytes répondraient plus tardivement (Figure 25D) et plus longtemps (Figure 25E) a la
stimulation du TSNV.
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Figure 25. Comparaison des réponses calciques générées par les applications de BAPTA et la stimulation
électrique du tractus spinal du trijumeau. (A) Ratio comparé du nombre de cellules activées par animal en fonction
des régions a la suite des applications de BAPTA (colonnes noires) et la stimulation électrique du tractus spinal du
trijumeau (TSNV; colonnes grises). (B a E) Moyennes (+ SEM) des latences (B, D) et des durées (C, E) des réponses
des neurones (B, C) et des astrocytes (D, E) aux applications de BAPTA (colonnes noires) et la stimulation électrique

du TSNV (colonnes grises). Les données rapportées pour le NVsnpr (colonnes noires) concernent uniquement la
subdivision R1 (B a E).
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Tableau 1. Caractéristiques des réponses transitoires neuronales et astrocytaires

Neurones

Astrocytes

Région

Stimulus

% AF/F | Durée totale (s)

% AF/F

Durée totale (s)

NVsnpr

BAPTA
(N=13)

Stimulation
électrique
(N=14)

n=1

n=5

190

252 + 84

6

2+£0

n=2

n=16

157 £ 27

147 £ 14

60

4+1

NVmot

BAPTA
(N=4)

Stimulation
électrique
(N=8)

n=3

n=>5

103 + 18

98 +7

3£0

3£0

n=1

n=4

130

118 £21

8+3

SupV

BAPTA
(N=17)

Stimulation
électrique
(N=10)

n=>5

n=11

191 £ 57

144 + 17

3+1

4+1

n=8

n=15

138 £23

143 £15

6+1

8+ 1

PCRt

BAPTA
(N=13)

Stimulation
électrique
(N=10)

n=9

n=10

125 +£23

123 £32

3+0

2+0

n=3

69 + 26

3+1

IntV

BAPTA
(N=11)

Stimulation
électrique
(N=9)

n=3

71+12

1+0

n=1

n=2

215

199 +8

5+2

JuxtV

BAPTA
(N=6)

Stimulation
électrique
(N=7)

n=2

n=1

61+51

212

3+2

n=2

n=4

65 +53

129 £ 17

5+1

5+1
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Tableau 2. Caractéristiques des réponses soutenues neuronales et astrocytaires

Neurones Astrocytes
Région Stimulus n= | % AF/F Durce des n= | % AF/F Durce des
plateaux (s) plateaux (s)
BAPTA _ _
(N=13) n=4 | 174 +58 24+ 11s n=11 | 197 +29 38+7
NVsnpr Stimulation
¢lectrique n=1 329 / n= 156 £ 16 38+ 14
(N=14)
BAPTA _ _
(N=4) n=1 410 13 n=2 | 129+24 16 4
NVmot Stimulation
électrique n=1 180 / n=3 192 £ 92 49 £22
(N=8)
BAPTA _ _
(N=17) n=15 | 115+£47 26+3 n=5 27+4 35+7
SupV Stimulation
électrique n=3 | 62+13 19+5 n=3 79 +36 1543
(N=10)
BAPTA
= = + +
(N=13) n=1 300 / n=3 | 138+24 13£0
PCRt Stimulation
¢lectrique n=1 172 / n=4 99 + 38 155
(N=10)
BAPTA
(N=11) / / / / / /
Intv Stimulation
électrique / / / n=5 129 +24 3012
(N=9)
BAPTA _
(N=6) / / / n=2 | 6611 1542
JuxtV Stimulation
électrique n=2 | 181+28 25+13 n=3 | 129+ 11 30£10
(N=7)

91



Tableau 3. Caractéristiques des réponses rythmiques neuronales

Neurones
. Fréquence . P
o Durée des des Durée des Fréquence Durée Fréquence | Durée
- . _ % plateaux R des des
Région Stimulus n= X plateaux oscillations A sur le totale
AF/F | récurrents . oscillations | plateaux
) récurrents (s) (Hz) ©) plateau (s) (s)
(Hz)
BAPTA _ 398 64 +
(N=13) n= 4 36 0,03 / / 32 0,10 32
NVsnpr Stimulation 180
électrique n=6 +26 / / / / 11+£2 0,33+£0,06 | 19+6
(N=14)
BAPTA _
(N=4) n=1 265 / / 4 0,05 / / 25
NVmot . .
Stimulation 485
électrique =5 Lal / / / / 14+2 0,25+0,06 | 1442
(N=8)
BAPTA _
(N=17) =1 141 / / 8 0,04 / / 38
SupV . .
Stimulation 76+
électrique n= 20 / / 4+2 0,22+0,11 / / 13+9
(N=10)
BAPTA _
(N=13) n=1 19 / / 5 0,16 / / 11
PCRt Stimulati
imulation
¢électrique n=5 ilﬁlz 13 2 240 0.04 +£0.01 / / 4150i
(N=10)
BAPTA
(N=11) / / / / / / / / /
IntV . .
Stimulation
électrique / / / / / / / / /
(N=9)
BAPTA _
(N=6) =1 213 / / / / 17 0,33 17
JuxtV . .
Stimulation
électrique / / / / / / / / /
(N=7)
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Tableau 4. Caractéristiques des réponses rythmiques astrocytaires

Astrocytes
. Fréquence Fréquence Durée Fréquence | Durée
o, Dlll:te:aﬂis des Durée des des des sur le totale
Région Stimulus n= ° p plateaux oscillations | oscillations | plateaux | plateau (s) (s)
AF/F | récurrents .
) récurrents (s) (Hz) (s)
(Hz)
BAPTA _ 167 73 +
(N=13) n= 23 / / 8+1 0,11+0 17 0,22 2
NVsnpr Stimulation 130 029 +
électrique n=20 31 3 14+3 0,10+ 0,01 27+15 > 58+8
+11 0,08
(N=14)
BAPTA ~ 121 50+
(N=4) n=4 oy / / 10+3 0.08 +0.01 18 0,4 15
NVmot . .
Stimulation 148
électrique =5 Y / / 6+1 0.05+0.01 / / 77+9
(N=8)
BAPTA _ 171 0,25 +
(N=17) n=13 18 / / 9+1 0,14 £ 0,06 21+4 0.04 36 +7
SupV Stimulati
1mulation
dlectrique | n=30 i5176 / / 101 | 007001 | 18=7 063§7i S?f
(N=10) ’
BAPTA . 125 56 +
(N=13) n=5 +29 / / 13+4 0,08 £ 0,02 / / 1
PCRt . .
Stimulation
électrique n=1 246 / / 4 0.07 / / 33
(N=10)
BAPTA B 56+
N-11) n= / / / 17+6 0,21+ 0,06 / / 11
IntV Stimulati
imulation
Slectrique | n= i2356 29 2 6+0 | 0.04+001 / / 638 "
(N=9)
BAPTA » 136
(N=6) n= 1136 / / 7+1 0.04 + 0,02 / / 57+7
JuxtV Stimulati
1mulation
dectrique | n=2 | 136 / / 7£0 | 0.06+0,01 / / 106
(N=7) +51 10
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DISCUSSION GENERALE

Les résultats présentés dans la présente étude complétent les travaux de Morquette et al., (2015) et
Slaoui Hasnaoui et al., (2020). IIs renforcent I’idée selon laquelle le NVsnpr serait le générateur du
rythme masticateur transmis aux MNs du trijumeau (Athanassiadis et al., 2005a,b; Brocard et al.,
2006; Kolta et al., 2010, 2007; Morquette et al., 2015). L’exercice présenté renseigne également
sur le fait que la commande rythmique générée par les neurones de la partie dorsale du NVsnpr
serait transmise aux MNSs soit directement soit indirectement, via les INs de la PeriV. Nos résultats
indiquent tout d’abord que I’activation du NVsnpr méne les INs de la PeriV a y répondre tout
comme les astrocytes péritrigéminaux dont le role n’avait jusqu’alors pas été investigué. Tel
qu’attendu, la stimulation des afférences sensorielles trigéminales dorsales et 1’activation
rythmique du NVsnpr dorsal par des applications locales de BAPTA ont majoritairement généré
des réponses dans des neurones et astrocytes localisés dans le 74 dorsal du NVsnpr. Ces réponses
neuronales et astrocytaires étaient principalement longues (rythmiques ou soutenues). A I’extérieur
du NVsnpr, la stimulation sensorielle a engendré des réponses du méme type dans les neurones et
astrocytes du NVmot et des divisions de la PeriV. Les applications de BAPTA ont quant a elles
principalement permis I’activation du NVmot, de la SupV et de la PCRt. Finalement, des épisodes
de synchronisation ont été décelés dans les neurones comme les astrocytes du NVsnpr et quelque
peu de la SupV. Ensemble, ces résultats suggerent I’implication de la PeriV dans la transmission

et la modulation du rythme dans le GPC masticateur.

1. Considérations méthodologiques

Plusieurs contraintes expérimentales limitent I’interprétation que 1’on peut préter aux résultats de

ce mémoire.

Tout d’abord, les caméras utilisées en microscopie confocale ou biphotonique ont posé¢ 3
problémes. Dans un premier temps, elles ne nous ont pas permis d’enregistrer simultanément
I’activité calcique de plusieurs régions du circuit trigéminal. Ainsi, les mesures recueillies ne
reflétent pas directement les dynamiques d’activation des régions de la PeriV en temps réel, a la

suite des stimulations administrées.
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Dans un deuxiéme temps, lors des enregistrements, il y avait une nécessité d’optimiser I’acquisition
des données pour détecter un signal calcique. Ainsi, chacune des « frames » analysées correspond
au moyennage en une seconde de 30 images. L’intervalle minimal séparant deux « frames » étant
de 0,425 s en microscopie confocale et de 1 s en microscopie biphotonique, les fréquences
maximales observables en imagerie calcique se situaient entre 1 et 2,3 Hz. C’est d’autant plus
insuffisant pour détecter les décharges en bouffées des potentiels d’action (Figure 19) dont la
fréquence est de ’ordre de 130-150 Hz dans les neurones du NVsnpr dorsal (Morquette et al.,
2015). Une telle contrainte ne permet pas non plus de distinguer les plateaux successifs de bouffées
rythmiques dont la fréquence moyenne se situe essentiellement entre 6 et 10 Hz dans la mastication
(Kolta et al., 2007; Pastor-Bernier et al., 2010). C’est donc dire que ’activité¢ rythmique que nous
avons observé dans les neurones correspondait aux rares plateaux de bouffées rythmiques dont la
fréquence est inférieure a 5 Hz (Pastor-Bernier et al., 2010). Une telle problématique fait en sorte
que tout signal calcique se manifestant dans le délai d’acquisition se somme au précédent de
maniére a générer un signal calcique global de type plateau (Li et al., 2019). Ceci pourrait expliquer
notre grande proportion d’activité soutenue par rapport aux neurones rythmiques majoritairement
observé par Slaoui Hasnaoui et al., (2020).

Finalement, Slaoui Hasnaoui et al., (2020) utilisait une caméra ultrasensible CCD a haute vitesse;
expliquant le fait que nos données différent des leurs. Pour les applications de BAPTA dans le
NVsnpr dorsal, on retrouve par exemple une proportion moins importante de réponse rythmique
dans les neurones. Parallélement, a cela s’ajoute le fait que nous n’ayons qu’un ratio de 0,8
neurone/animal contre 9,5 neurones/animal pour Slaoui Hasnaoui et al. (2020). Cet écart peut
s’expliquer par la différence des caméras utilisées dans les deux études; microscopie confocale et
biphotonique dans notre cas. Ceci pourrait d’autant plus expliquer le fait qu’il ne nous était pas
possible d’enregistrer des neurones démontrant une activité soutenue sur laquelle une activité
rythmique se superpose comme 1’avaient observé Slaoui Hasnaoui et al., (2020). Les oscillations
rythmiques superposées a I’activité soutenue se sont vraisemblablement confondues avec la ligne

de base dans les données que nous avons collectées.

L’utilisation des différents indicateurs calciques suscite, quant a elle, plusieurs problémes. Tout
d’abord, avec la GCaMP6f, nous avons été¢ confronté a la difficulté de la faiblesse du signal

calcique caractéristique du tronc cérébral (Chen et al., 2016; Gamage et al., 2023). De nombreux

96



facteurs semblent étre a 1'origine d'un signal fluorescent faible. Les promoteurs spécifiques d'un
type de cellule sont inégalement efficaces en fonction des types cellulaires pour fournir des niveaux
¢levés de signal fluorescent. Leurs séquences sont généralement incomplétes par manque
d'¢léments régulateurs tels que des activateurs d'expression génique, trop longues a insérer dans le
génome, ce qui contribue également a une faible expression (Arias et al., 2022). Ceci pourrait en
partie expliquer le faible nombre de neurones enregistrés malgré nos grands nombres de tentatives
et la difficulté a tester statistiquement nos hypothéses dans le cadre des cellules de la PeriV.
Ensuite, I’indicateur calcique Fluo8L, mesurant I’activité des astrocytes, ne signale principalement
que les variations calciques somatiques (Semyanov et al., 2020). On sait désormais que les signaux
somatiques astrocytaires sont peu fréquents, lents et de longue durée (Hirase et al., 2004;
Nimmerjahn et al., 2004; Wang et al., 2006; Di Castro et al., 2011). A PI’inverse, les oscillations de
Ca?" dans les microdomaines astrocytaires (parties distales des processus astrocytaires) sont plus
fréquemment observées et se produisent de manicre asynchrone dans divers processus (Volterra et
al., 2014). Les réponses calciques dans les processus astrocytaires décrivent plus fidelement la
communication neurone-astrocyte principalement dans le lien étroit qu’ils entretiennent avec
I’organisation tripartite de la synapse tripartite (Araque et al., 1999).

Finalement, il faudra noter que les résultats d’imagerie calcique ne peuvent que partiellement &tre
interprétés puisque les indicateurs calciques sont peu fiables a détecter des baisses calciques
pouvant témoigner d’inhibitions (Hara-Kuge et al., 2018) qui font partie intégrante de la PeriV
(Bourque and Kolta, 2001). De telles inhibitions peuvent notamment étre engendrées par la
stimulation du TSNV (Pastor-Bernier et al., 2010).

Par ailleurs, alors qu’une activité astrocytaire implique forcément une augmentation calcique
(Porter and McCarthy, 1995a,b). Il ne semble pas en étre le cas pour les neurones. En effet, une
augmentation du calcium intracellulaire dans les neurones se manifeste soit par une entrée calcique
médiée par les canaux voltage-dépendants, récepteurs spécifiques de ligands et perméables a des
ions ou une relache des réserves intracellulaires suite a une activation des récepteurs
métabotropiques couplés a une protéine G (Kawamoto et al., 2012). Or, un neurone peut tres bien
décharger par l'implication de ses canaux sodiques sans entrée de calcium. Ceci est grandement
supporté par le fait que I’activité rythmique évoquée dans les neurones du NVsnpr ne nécessite pas
de calcium (Brocard et al., 2006; Pastor-Bernier et al., 2010). L’activité de tels neurones pourrait

ne pas €tre détectable en imagerie calcique expliquant ainsi le faible nombre de neurones
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comptabilisés par rapport aux astrocytes. N’en demeure pas moins que les neurones au patron
d’activité rythmique ont par exemple été observés dans la partie la plus dorsale du NVsnpr en
concordance avec le fait qu’in vitro, seuls les neurones de la partie dorsale du NVsnpr déchargent

rythmiquement (Sandler et al., 1998; Tsuboi et al., 2003; Brocard et al., 2006).

En dernier lieu, nous ne pouvons certainement pas exclure un effet de 1'age des souris sur la
variabilité des résultats obtenus. La mastication apparait avec la dentition vers P12 chez le rat
(Herring, 1985; Langenbach et al., 2001). Or, les souris utilisées étaient 4gées de P8 4 P18. Etant
données les similitudes dans le développement du rat et de la souris, cela suggére qu’une partie des
animaux n’étaient peut-&tre pas en mesure de mastiquer ce qui peut avoir influencé les résultats

d’enregistrement de neurones rythmiques.

2. Réponses des neurones du NVsnpr dorsal aux applications de BAPTA

Les neurones du NVsnpr ont répondu aux applications de BAPTA dans la partie dorsale du noyau.
Comme observé par Slaoui Hasnaoui et al., (2020), on distingue trois types de réponses neuronales
(transitoires, soutenues et rythmiques). Il était attendu que les neurones ne démontrent pas tous un
patron d’activité rythmique puisque la diminution de [Ca®]e, ici simulée par le BAPTA,
n’engendre pas systématiquement de réponses rythmiques dans les neurones dorsaux du NVsnpr
(Brocard et al., 2006; Morquette et al., 2015; Slaoui Hasnaoui et al., 2020).

L’application de BAPTA dans le NVsnpr dorsal a permis 1’activation de cellules des ¥ dorsaux du
noyau et principalement de son premier 4. Le BAPTA semble principalement activer des cellules
a proximité du point d’application (R1) dans lequel on retrouve 65% des cellules activées. On parle
d’un disque de diametre avoisinant les 500 wm qui s’accordent avec les 420 um observés par Slaoui
Hasnaoui et al. (2020). Les neurones distants (R2 et R3) du site d’application (R1) ont des latences
beaucoup plus élevées que ceux a proximité témoignant de vague progressive d’activation. Ceci
témoigne ¢galement d’une difficulté a activer les cellules a distance et d’un effet limit¢é du BAPTA
et expliquerait la raison pour laquelle on détecterait peu de neurones au patron rythmique (n=2
dans R1). La littérature supporte I’existence de neurones aux propriétés de rythmogenese au moins
jusqu’a la moitié du N'Vsnpr (Pastor-Bernier et al., 2010); soit jusqu’a la subdivision R2 du NVsnpr

dans notre analyse.
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3. Réponses des astrocyvtes du NVsnpr dorsal aux stimuli évoquant des

décharges en bouffées rythmiques

Les mémes patrons d’activation observés dans les neurones ont été retrouvés dans les astrocytes.
Toutefois, la contribution de ces signaux a la circuiterie du GPC masticateur demeure inconnue
puisque tres peu de littérature aborde leur réle en imagerie calcique comme en électrophysiologie.
Toutefois, les astrocytes ont répondu aux applications de BAPTA puisqu’ils sont en mesure de
détecter les augmentations de la [Ca®*]. (Zanotti and Charles, 1997) en y répondant également par
des augmentations ([Ca*']; (Porter and McCarthy, 1995a,b). Ces augmentations calciques peuvent
aussi étre engendrées par la réponse des astrocytes aux neurotransmetteurs par leurs récepteurs
GABAergiques, glutamatergiques, cholinergiques qu’ils expriment (Verkhratsky et al., 1998).
Subséquemment, les astrocytes libérent des gliotransmetteurs pouvant altérer la décharge
neuronale telle que la S100p (Volterra and Meldolesi, 2005; Morquette et al., 2015). Les astrocytes
avaient dans 80% des cas une activité longue (de type activité rythmique ou soutenue). Cette
activité était de plus longue durée que celle des neurones. Les astrocytes participent activement a
maintenir 1’homéostasie ionique (Kuffler, 1967; Djukic et al., 2007; Sibille et al., 2014). Or,
I’activité rythmique dans les neurones occasionnée par la diminution de la [Ca®']. est aussi
accompagnée de variations des concentrations intra- et extracellulaires des ions chlorure, sodium
et potassium contribuant entre autres a la genése d’oscillations rythmiques notamment dans
d’autres mouvements rythmiques comme celui de la locomotion (Bracci et al., 1998; Brocard et

al., 2013).

Comme 1l avait €t€ observé dans le cas des neurones, les astrocytes semblent avoir une organisation
spatiale préférentielle avec 65% des astrocytes confinés dans R1. Les astrocytes sont interconnectés
les uns aux autres par des jonctions communicantes (jonctions GAP) et forment de grands réseaux
couplés dits syncytia (Nagy et al., 2004). De plus, la diminution de la [Ca®']. produite par les
applications de BAPTA favorise I’ouverture des jonctions GAP (Li and Hatton, 1996; Stout et al.,
2002; Ye et al., 2003; Ramachandran et al., 2007; Torres et al., 2012; Giaume et al., 2013). A cela
s’ajoute la dépolarisation des astrocytes (puisque répondant a I’activité neuronale), les
augmentations de potassium extracellulaire et les augmentations subséquentes de ([Ca*']i qui
régulent aussi les jonctions GAP (Dietzel et al., 1982; Kristian Enkvist and McCarthy, 1994; Miiller
et al., 1996; Valiunas and Weingart, 2000; De Pina-Benabou et al., 2001; De Vuyst et al., 2006,
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2007; Serrano et al., 2008; Wang et al., 2012) assurant ainsi une propagation du signal au sein du
réseau astrocytaire. En concordance avec les travaux de Condamine et al., (2018a), le réseau
astrocytaire du NVsnpr dorsal pourrait montrer un certain niveau de couplage et la plupart des
micro-réseaux observés se limiterait a la partie dorsale du noyau (R1 et R2 dans notre analyse)
dans laquelle 24 des 25 astrocytes enregistrés sont retrouvés. Le relativement petit nombre de

cellules synchronisées ne nous permet toutefois pas de tirer de conclusion claire a cet effet.

4. Réponses des neurones et astrocvtes du NVsnpr a la stimulation a haute

fréquence du tractus spinal du trijumeau

La stimulation a 40 Hz des afférences sensorielles trigéminales a généré dans les neurones et les
astrocytes les mémes trois types de réponse que lors d’application de BAPTA dans le NVsnpr
dorsal. Les réponses transitoires (42% des neurones et 40% des astrocytes) étaient toutefois plus
nombreuses lors de la stimulation sensorielle. Les stimulations simples appliquées n’étaient peut-
étre pas assez suffisantes pour que les neurones adoptent d’autres patrons de décharge. Une
proportion serait donc restée en mode tonique. Par ailleurs, la diminution des réponses attribuables
a un réel comportement rythmique (58% des neurones ont un patron de réponse rythmique ou
soutenue contre 70% avec le BAPTA) peut s’expliquer par le type de préparation employée. Tel
que démontré par des travaux antérieurs du laboratoire, la stimulation sensorielle provoque des
diminutions du [Ca*']c (Morquette et al., 2015). Toutefois, celles-ci ne s’observent que dans des
tranches maintenues en interface (entre 1’oxygene et 1’aCSF) et non pas en conditions submergées
et continuellement perfusées avec du Ca** comme ce fut le cas dans nos expériences. Ainsi, en
proportion, les astrocytes auraient eu moins de réponses longues (60% des astrocytes a profil
rythmique ou soutenu avec la stimulation sensorielle contre 80% avec le BAPTA) puisqu’ils
détecteraient moins de diminutions calciques et variations associées aux concentrations d’autres
ions. Finalement, on observe que les neurones et astrocytes activés sont a nouveau confinés a la
moiti¢ dorsale du noyau (R1 et R2) et que parmi les neurones, seuls ceux de la partie dorsale du
noyau ont un patron de réponse calcique attribuable a des décharges rythmiques. Ceci concorde

encore avec des observations antérieures (Sandler et al., 1998; Tsuboi et al., 2003; Brocard et al.,
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2006). Les neurones activés sont plus dispersés au sein de la partie dorsale ce qui s’expliquerait
par le fait que la stimulation électrique les active plus efficacement.

Des travaux préliminaires de notre laboratoire confirment que la stimulation des différents
segments du TSNV active de maniére bien précise les neurones du NVsnpr. Ainsi, la stimulation
de la partie ventrale du TSNV active préférentiellement les cellules du NVsnpr ventral alors que la
stimulation dorsale active les sections dorsales du NVsnpr. Les zones d’activation sont distinctes
et se chevaucheraient trés peu. Dans notre étude, nous nous sommes attelés a stimuler la partie
dorsale du TSNV qui active la partie dorsale du NVsnpr dans laquelle nous retrouvons les neurones
rythmiques de la mastication (Sandler et al., 1998; Tsuboi et al., 2003; Brocard et al., 2006). En
concordance avec les travaux de Condamine et al.,, (2018a), le réseau astrocytaire activé
principalement localisés dans la partie dorsale du NVsnpr dorsal montre les roles fonctionnels
distincts du N'Vsnpr. Sa partie dorsale étant associée aux mouvements de machoire (Eisenman et
al., 1963; Takemura et al., 1991; Tsuboi et al., 2003) alors que sa partie ventrale participe au
comportement des vibrisses (Erzurumlu and Killackey, 1983; Furuta et al., 2008). Par conséquent,
une régulation aussi précise du réseau astrocytaire activé suggere que les réseaux astrocytaires

suivent et définissent des frontieres fonctionnelles (Condamine et al., 2018a).

5. Réponses de la PeriV aux stimuli favorisant la rythmogenése dans le NVsnpr

dorsal

Les trois types de patrons de réponses ont été observés dans les neurones et astrocytes de la PeriV
a la suite des stimulations pharmacologique et sensorielle suggérant 1’idée que le NVsnpr transmet
I’enveloppe du mouvement masticateur aux INs en plus des MNs trigéminaux (Slaoui Hasnaoui et
al., 2020). Dans la région IntV, les neurones ont uniquement répondu aux stimulations sensorielles
avec un patron d’activité transitoire. Cette derniere observation confirme des données
¢lectrophysiologiques montrant que les neurones de 1’IntV sont excités par la stimulation des
afférences sensorielles de bas seuil (Donga et al., 1990). Dans la région SupV, environ 75% des
neurones, essentiellement retrouvés dans la partie plus médiane de la SupV ont répondu aux
applications de BAPTA dans le NVsnpr selon un patron de réponse qui pourrait étre associ¢ a un
caractére rythmique (soutenu ou rythmique). La littérature rapporte en effet qu'une partie des

neurones de la SupV ont des propriétés intrinséques de rythmogenese (Bourque and Kolta, 2001,
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Hsiao et al., 2007; Nonaka et al., 2012). Seulement 30% des neurones affichent avec la stimulation
sensorielle un patron similaire a celui observé avec le BAPTA. La PCRt voit augmenter la
proportion de neurones a activité rythmique et soutenue lorsque 1’on passe d’applications de
BAPTA aux stimulations du TSNV. Ce résultat pourrait s’expliquer par le fait qu’on stimule
davantage et plus efficacement les entrées excitatrices a cette région (Bourque and Kolta, 2001).
Trés peu de neurones de la JuxtV ont été enregistrés suggérant qu’ils pourraient ne pas étre
impliqués dans la circuiterie d’origine sensorielle. Au sein du NVmot, lors des applications de
BAPTA, on décéle des activités neuronales pouvant s’apparenter a une activité rythmique telle
qu’il était attendu (Slaoui Hasnaoui et al., 2020). Toutefois, de telles réponses sont observées plus
fréquemment lors de la stimulation sensorielle. Il pourrait s’agir, comme proposé par Slaoui
Hasnaoui et al., (2020), d’une convergence de multiples entrées synaptiques regues par
I’importante arborisation dendritique des MNs; des entrées synaptiques davantage induites par ce

mode de stimulation.

Quant aux astrocytes, leur patron de réponses présente peu de différences entre les deux modes de
stimulation (autour des 75% de réponses longues). D’une part puisqu’aucune étude n’a fait de liens
entre le patron de réponse et ’activité ¢€lectrophysiologique effective et qu’aucune donnée
électrophysiologique n’a été récoltée, il nous sera difficile de proposer un mécanisme. A I’image
de ce qui s’opére au sein du NVsnpr, on pourrait suggérer que les astrocytes sont impliqués dans
le contrdle des concentrations ioniques extracellulaires et de ce fait participent au mécanisme que

nous présenterons dans les prochaines lignes.

Les neurones du N'Vsnpr ont des propriétés intrinseéques de rythmogenese qui dépendent du courant
Inap (Brocard et al., 2006). Or, I’activité rythmique évoquée dans les MNs a la suite de 1’activation
du NVsnpr (Slaoui Hasnaoui et al., 2020) semble dépendante de I’expression d’Inap @ la membrane
des MNs (Hsiao et al., 1998). De plus, 1’étude des caractéristiques des INs de la PeriV suggere que
les courants Inap sont présents dans certaines populations d’INs (McDavid et al., 2008). Quand on
expérimente le potentiel de rythmogenése, on voit uniquement apparaitre des décharges en
bouffées toniques ou rapides confirmant de nouveau 1’absence de propriétés intrinséques de
rythmogenese dans les neurones de la PeriV (Bourque and Kolta, 2001); a I’exception d’une sous-
population de neurones de la SupV, adjacente au NVsnpr dorsal (Bourque and Kolta, 2001; Hsiao

et al., 2007). Le tout est renforcé par le fait qu’au cours des travaux de maitrise, des décharges en
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bouffées rythmiques claires ont pu étre évoquées dans la SupV uniquement aprés avoir appliqué
du BAPTA dans le NVsnpr dorsal; et ce, selon une latence de I’ordre de la minute ce qui exclurait
une activation locale du neurone. Nous pourrions nous demander si le courant Inap serait également

nécessaire a I’observation d’un rythme a I’extérieur du NVsnpr.

Dans les expériences réalisées, nous nous attendions a ce qu’il y ait une transmission du rythme
des cellules du NVsnpr dorsal aux INs de la PeriV; avec une gamme de fréquences similaires dans
le NVsnpr et la PeriV. Les applications de BAPTA n’ont pas permis de mesurer de manicre
concluante la fréquence des neurones (Tableau 3). Toutefois, on remarque qu’un rythme semble
étre transmis du NVsnpr vers le NVmot, la SupV et la PCRt. Quant a la stimulation sensorielle des
afférences, le rythme observé dans les neurones du NVsnpr semble étre similaire dans le NVmot
et la SupV, mais fortement atténué dans la PCRt. A I’inverse, ’ensemble des régions enregistrées
présente des astrocytes dans un intervalle de fréquence assez rapproché. Les données présentées
suggerent donc qu’en plus des MNs, le rythme du NVsnpr est relayé aux régions prémotrices
constituant la PeriV. Compte tenu des limites expérimentales auxquelles nous avons été confrontés,
ces fréquences mesurées ne décrivent pas ce qui pourrait étre observé en condition de mastication
réelle. En effet, la fréquence de décharge dans les muscles de la machoire chez la souris se situe,

par exemple aux alentours de 5 a 7 Hz (Kobayashi et al., 2002).

L’enregistrement des latences de réponse de MNs plus courtes que celles d’INs supporte 1’idée
qu’il existe des projections directes de la partie dorsale du NVsnpr au NVmot chez la souris (Stanek
etal., 2014). Mais d’autres populations de MNs pourraient €tre activées par des neurones de régions
de la PeriV (telle que la SupV dans notre étude). En parallele, nous avons été treés surpris d’observer
que certaines populations d’astrocytes avaient des latences plus courtes que les neurones ce qui
semble assez étonnant comme nous I’avons mentionné plus tot puisque les astrocytes répondent a
la suite d’une activité neuronale (Verkhratsky et al., 1998). Ceci pourrait dénoter une activité
neuronale subliminaire (i.e, non visible en imagerie calcique). Bien que les astrocytes soient en
mesure de répondre dans des délais de 1’ordre de la milliseconde, ces réponses rapides ont lieu dans
les pieds et processus astrocytaires (Stobart et al., 2018) et les contraintes méthodologiques

permettaient treés peu d’en mesurer I’activité.
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6. Synchronisation de ’activité des neurones et astrocytes du GPC

A I’exception de la SupV et du NVsnpr lors des expériences d’application de BAPTA, aucune autre
région prémotrice n’a démontré d’activités calciques synchrones entre cellules voisines lors de nos
travaux en laboratoire. Les cellules synchrones de la SupV ne sont toutefois pas localisées dans sa
partie rythmogene (Bourque and Kolta, 2001; Hsiao et al., 2007; Nonaka et al., 2012). Quant au
NVsnpr dorsal, nous avons observé de la synchronisation entre cellules, principalement des
astrocytes (a activité soutenue), lorsque nous appliquions du BAPTA ou stimulions les afférences
sensorielles trigéminales. Ce sont des résultats qui ont également été observés par Slaoui Hasnaoui
et al., (2020) dans les neurones du NVsnpr dorsal. L’ensemble de ces données s’inscrit dans la
logique que le NVsnpr dorsal représente le ceeur du GPC masticateur (Sandler et al., 1998; Tsuboi
et al., 2003; Brocard et al., 2006, Pastor-Bernier et al., 2010; Morquette et al., 2015; Slaoui
Hasnaoui et al., 2020). En effet, selon le mécanisme proposé sous-tendant I’apparition de décharges
en bouffées rythmiques dans les neurones du GPC masticateur, I’activation des fibres du TSNV,
induisant une diminution de la [Ca**]c et une libération de glutamate (Morquette et al., 2015) active
les astrocytes du NVsnpr dorsal (Morquette et al., 2015; Condamine et al., 2018a) et favorisent le
couplage du réseau astrocytaire par les jonctions GAP (Dietzel et al., 1982; Kristian Enkvist and
McCarthy, 1994; Miiller et al., 1996; Valiunas and Weingart, 2000; De Pina-Benabou et al., 2001;
De Vuyst et al., 2006, 2007; Serrano et al., 2008; Wang et al., 2012). Un territoire astrocytaire bien
défini répondra par des augmentations de [Ca®*]; et libérera simultanément la S100p (Morquette et
al., 2015; Condamine et al., 2018a) contribuant a I’augmentation de 1I’amplitude des courants Inap
dans une sous-population neuronale précise. A son tour, ce réseau synchronisé de neurones
rythmiques pourra recruter des MNs (Slaoui Hasnaoui et al., 2020).. Du point de vue fonctionnel,
la nécessité de synchroniser 1’activité des territoires neuronaux distincts au sein du NVsnpr prend
tout son sens s’ils doivent recruter différents compartiments neuromusculaires pour affiner
I’exécution d’un mouvement (Widmer and Morris-Wiman, 2010). Nous pensons €galement qu’en
plus de la SupV, les autres régions prémotrices possédent des réseaux neuronaux ou astrocytaires
synchronisant leur activité. En effet, la PeriV représente un grand réseau d’INs inhibiteurs et
activateurs (Bourque and Kolta, 2001) qui projettent en direction des MNs (Nonaka et al., 2012;
Slaoui Hasnaoui et al., 2020). Dans la conception de compartiments neuromusculaires, il devient
bien évident que des sous-populations d’INs activent ou inhibent en blocs les sous-groupes de

MNs.
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7. Cinétique d’activation des neurones et astrocytes des régions prémotrices

La comparaison rapportée a la figure 25 entre la stimulation pharmacologique du NVsnpr et
¢lectrique du TSNV nous ameéne a constaté que la stimulation électrique semble plus efficace a
générer des réponses dans les cellules du circuit trigéminal. Cette observation concorde avec une
autre observation énoncée plus tot au sujet du NVsnpr. La dispersion plus importante des neurones
activés dans le NVsnpr par la stimulation du TSNV dorsal témoignerait d’une plus grande efficacité
de la stimulation ¢électrique a activer les cellules a distance.

Les applications de BAPTA nécessitent du neurone qu’il entre dans la gamme d’activation du canal
Inap (entre —65 and —50 mV; Crill, 1996) pour présenter un patron d’activité rythmique. Dans le
cas des neurones transitoires, ils sont tout simplement trop dépolarisés pour pouvoir activer Inap.
Avec la stimulation électrique, étant entre autres en conditions de préparations submergées in vitro,
celle-ci évoquait vraisemblablement alors plus de des dépolarisations des neurones observées sous
la forme plus de réponses transitoires; le canal Inap n’est pas forcément activé. Ainsi, ces réponses
étaient de courte durée et de courte latence. Par ailleurs, une diminution similaire de la latence et
de la durée avait été observée par Slaoui Hasnaoui et al., (2020) dans le NVmot lorsqu’ils ont
changé des stimulations pharmacologiques du NVsnpr avec le BAPTA a des stimulations
électriques du N'Vsnpr.

Il semble que ce soit la durée totale de réponse des astrocytes du NVsnpr qui differe entre les deux
stimulations administrées; les astrocytes ont une tendance a répondre plus longtemps a la
stimulation ¢€lectrique du TSNV ce qui pourrait traduire une persistance de I’activation du réseau
astrocytaire. Cela demeure tout de méme surprenant puisque nous nous serions attendus a ce que
les applications de BAPTA activent le réseau astrocytaire plus longtemps; compte tenu du fait que
les variations des concentrations ioniques extracellulaires est plus important avec le BAPTA. Le
réseau astrocytaire prendrait alors plus de temps a rééquilibrer les concentrations.

Dans le cas des MNs du trijumeau, il est connu dans la littérature que leurs dendrites peuvent
s’étendre au-dela du NVmot, en atteignant le NVsnpr, la SupV ou encore la PCRt (Mong et al.,
1988; Lingenhohl and Friauf, 1991). On aurait donc pu s’attendre a des latences et durées
d’activation trés courtes avec la stimulation électrique par rapport aux applications de BAPTA.
Stimuler le TSNV serait susceptible a la fois d’activer les neurones du NVsnpr mais aussi certains
MNs. Un constat similaire avait également été observé par Slaoui Hasnaoui et al., (2020) qui
lorsqu’ils stimulaient le NVsnpr pharmacologiquement avec le BAPTA ou électriquement,
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voyaient un nombre plus important de MNs activés avec la stimulation électrique. Pour ce qui est
des latences et durées d’activation des MNs, il ne semble pas y avoir de grande différence entre
nos deux conditions expérimentales entre les deux stimulations. Bien évidemment, nous nous
serions attendus a ce que les MNs répondent plus rapidement et brievement; 1’activation de
synapses NVsnpr-NVmot ou NVsnpr-SupV/PCRt-NVmot par les afférences sensorielles est de
’ordre de la milliseconde alors qu’une diminution conséquente du [Ca?"]e du NVsnpr dans nos
conditions expérimentales est de I’ordre de la seconde. Une telle diminution méne a ’activation de

MNss apres plusieurs secondes (Slaoui Hasnaoui et al., 2020).

De méme, nous nous serions attendus a ce que les INs de la SupV répondent plus rapidement a la
stimulation électrique du TSNV comme les INs de la PCRt ou de la SupV puisque ces INs de la
PeriV font directement synapses avec les neurones du NVsnpr (Nomura and Mizuno, 1985; Yasui
et al., 1985; Shigenaga et al., 1989b; Luo et al., 1991; Yoshida et al., 1998; Kolta et al., 2000;
Bourque and Kolta, 2001; Athanassiadis et al., 2005b; Dal Bo et al., 2005; Nakamura et al., 2008).
Les résultats obtenus dans I’IntV et le JuxtV sont quant a eux peu concluants par le faible nombre

de cellules recensées

Finalement, concernant les astrocytes du NVmot et de la PeriV, faute de données
¢électrophysiologiques, nous ne pouvons proposer de mécanisme clair par rapport a la cinétique de

leurs réponses.

8. Perspectives

L’ensemble des résultats ne donne qu’un apergu incomplet des processus masticateurs. Stimuler
les afférences sensorielles trigéminales ou le NVsnpr n’apporte que des réponses concernant
I’activation du GPC masticateur par des composantes sensorielles. Or, nous 1’avions évoqué plus
tot, un mouvement rythmique comme la mastication nécessite une composante corticale (ACM)
qui initie et maintient le patron approprié d’activité et permettant 1’ajustement du mouvement selon
I’évolution de I’environnement (Feldman and Grillner, 1983). Ainsi, les travaux réalisés le cadre
de cette maitrise et ceux d’autres étudiants feront 1’objet d’une prochaine publication. Cette

dernieére vise a définir les zones prémotrices activées par la convergence des stimulations
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sensorielle et corticale. Ceci témoignerait des régions prémotrices indispensables en condition de
mastication réelle.

Comme il a été réalisé chez le lapin dans le GPC masticateur (Athanassiadis et al., 2005a) et dans
d’autres GPCs (Barajon et al., 1992; Carr et al., 1995), nous procéderons a de I’immunohistochimie
pour marquer les zones d’expression de la protéine d’activité cellulaire c-Fos. L’induction d’une
mastication fictive par stimulation de I’ACM devrait produire une activité des MNs. Aussi, la
mastication fictive augmente 1’activité et 1’expression du géne c-Fos des neurones du nPontc
(Athanassiadis et al., 2005a), une région qui décharge rythmiquement en phase avec les MNs du
digastrique et du masséter. Cette région commissurale du tronc cérébral permet la coordination des
GPCs masticateurs de part et d’autre de la ligne médiane. Elle représente notamment la premiére
cible des PT. Le nPontc interagit avec les régions de la PeriV et le NVsnpr (Lund et al., 1998;
Westberg et al., 2001; Scott et al., 2003; Athanassiadis et al., 2005b; Dal Bo et al., 2005). Nous
nous attendons a ce qu’il y ait de ’activité dans les neurones et astrocytes des régions JuxtV et
PCRt adjacentes au nPontc, dans la SupV qui recoit non seulement des entrées excitatrices de ces
deux régions prémotrices (Bourque and Kolta, 2001), mais aussi des entrées corticales de ’ACM
(Yasui et al., 1985; Hatanaka et al., 2005). Il ne serait toutefois pas surprenant d’y retrouver moins
de neurones activés par la stimulation corticale par rapport a la PCRt (Murakami et al., 1989).
L’IntV recevant des projections de la SupV (Mizuno, 1970; Kolta et al., 2000) devrait quant a elle
aussi exprimer la protéine c-Fos dans ses cellules. L’activit¢é du NVmot (Slaoui Hasnaoui et al.,
2020) en plus du retour sensoriel des afférences primaires devraient permettre ’activation du
NVsnpr (principalement dorsal) et potentiellement des réseaux astrocytaires. Les stimulations
sensorielles activant la SupV et la PCRt dans nos travaux, on pourrait s’attendre a ce que ces mémes
régions répondent également aux stimulations corticales et représenter la convergence des

activations d’origine sensorielle et corticale.

D’autres axes pourraient aussi compléter notre ¢tude. Un premier volet €lectrophysiologique
viserait a étudier in vitro la transmission du rythme masticateur dans les INs de la PeriV. Ces
expériences pourraient renforcer 1’absence présente de données électrophysiologiques dans notre
étude nous amene. On chercherait a corréler activité calcique et €lectrique en procédant d’abord a
des enregistrements de I’activité calcique en plus d’enregistrements en cellule entiere. En parall¢le,
il serait intéressant de procéder a des enregistrements pairés de cellule entiere du NVsnpr dorsal et

des régions de la PeriV pour observer comment le patron de décharge des INs est affecté en temps

107



réel par 1’activation rythmique d’un neurone du NVsnpr et des blocage pharmacologiques des
courants Inap par I’application de riluzole ou de 4,9- anhydro-tétrodotoxine et procéder a des
stimulations du TSNV ou du NVsnpr dorsal tout en mesurant 1’activité des MNs et des INs. De
cette maniere, nous pourrons confirmer que les résultats présentés dans ce mémoire découlent de
I’activation rythmique des neurones dorsaux du NVsnpr. Un deuxiéme volet en deux temps
pourrait concerner la modulation du rythme masticateur par les INs de la PeriV. Dans un premier
temps, nous pourrions procéder sur préparation de tranche in vitro au blocage pharmacologique de
région de la PeriV tout en procédant a des stimulations du TSNV ou du NVsnpr dorsal. On
mesurerait essentiellement alors I’activité des MNs ou d’autres INs de la PeriV. Dans un deuxiéme
temps, nous pourrions explorer un volet in vivo du projet visant a sélectivement inhiber ou activer
des régions de la PeriV et observer les conséquences au niveau du patron masticateur; ces

expériences pourraient étre associés a des stimulations de I’ACM pour induire la mastication.

9. Conclusion

Les travaux réalisés au cours de cette maitrise apportent une contribution supplémentaire aux
derniers travaux (Athanassiadis et al., 2005a,b; Brocard et al., 2006; Morquette et al., 2015; Slaoui
Hasnaoui et al., 2020) en confirmant de novo la capacité de rythmogenese des neurones du NVsnpr.
En effet, nos données supportent la transmission de patrons communs de réponses dans les
neurones et les astrocytes aux régions prémotrices par les neurones du NVsnpr dorsal. Par ailleurs,
nos analyses semblent indiquer un rdle des astrocytes dans le NVsnpr dorsal tel qu’il avait été
précédemment démontré (Morquette et al., 2015), mais également de leur organisation en réseaux
(Condamine et al., 2018a) qui semble favoriser la genése et potentiellement la transmission d’un

rythme au NVmot et a la PeriV.
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