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Résumé

La compétition synaptique est un processus fondamental du développement du
systeme nerveux qui permet la mise en place de circuits neuronaux fonctionnels et
fiables. Les processus qui le sous-tendent sont multiples et complexes, et leur étude dans
le SNC est compliquée par la taille et 'accessibilité réduites des structures d’intérét. Par
contre, la JNM offre un environnement favorable qui permet la mise en place de

conditions expérimentales robuste ou ces processus peuvent étre sondés.

La caractérisation de ces processus permettrait de mieux comprendre la
physiopathologie de plusieurs maladies neuromusculaires. De plus, elle permettrait
d’améliorer significativement nos chances de comprendre les processus correspondant
au niveau du SNC en fournissant de nouvelles hypotheses a tester. Par contre, le
développement de protocoles expérimentaux pour étudier la compétition synaptique a la
JNM demeure difficile. Les processus qui influencent la compétition et les propriétés des
terminaisons sont interdépendants et l'incapacité de mesurer simultanément ces

propriétés représente une contrainte majeure.

L’objectif de ce projet de recherche était de développer des outils afin de mieux
mesurer et caractériser les propriétés synaptiques des terminaisons en compétition a la
JNM en développement et d’utiliser ces outils afin de mieux comprendre la dynamique

de la compétition.

Nous avons été en mesure de caractériser la relation entre la facilitation et la
probabilité de relache a la JNM. Puisque la facilitation et le contenu quantique peuvent
étre mesurés simultanément, cette relation permet de connaitre le ratio de force
synaptique et de probabilité de relache entre les terminaisons. Nous montrons aussi que
ces informations permettent de déduire le ratio de leur couverture territoriale. Ensemble,
ces résultats représentent la premiere évaluation simultanée et intégrale des propriétés
synaptiques des terminaisons en compétition a des jonctions neuromusculaires en

développement.

Ensuite, nous avons utilisé ces outils afin d’évaluer la relation entre ces différents

parametres synaptiques. D’abord, nous avons pu conclure que les ratios de probabilité



de relache et de couverture territoriale ont peu de corrélation avec les ratios de force
synaptique dans les stades initiaux de la compétition, mais qu'une corrélation plus forte
s'installe lorsqu’une des terminaisons devient au moins deux fois plus forte que sa
compétitrice. De plus, nos données suggerent que la probabilité de relache et la
couverture territoriale sont toutes deux régulées de maniere dynamique au cours du

processus.

Finalement, nos données suggerent que l'importance relative des ratios de
probabilité de relache et de couverture territoriale dans la détermination des ratios de
force synaptique reste constante au cours du processus et que cette importance est

équivalente.

Mots-clés : Synapse, synaptogenese, compétition synaptique, facilitation, couverture

territoriale, force synaptique, jonction neuromusculaire.
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Abstract

Synaptic competition is a fundamental process of development of the nervous
system that allows the establishment of functional and reliable neural circuits. The
processes that underlie it are multiple and complex, and their study in the CNS is
complicated by the size and reduced accessibility of the structures of interest. On the
other hand, the neuromuscular junction offers a favorable environment that allows the

setting up of robust experimental conditions where these processes can be probed.

The characterization of these processes would lead to a better understanding of
the pathophysiology of several neuromuscular diseases. In addition, it would significantly
improve our chances of understanding CNS-level processes by providing new hypotheses
to test. On the other hand, the development of experimental protocols to study synaptic
competition at the JNM remains difficult. The processes that influence competition and
the properties of synaptic inputs are interdependent and the inability to simultaneously

measure these different synaptic properties is a major constraint.

The objective of this research project was to develop tools to better measure and
characterize the synaptic properties of competing endings at the developing NMJ and to

use these tools to better understand the dynamics of competition.

We were able to characterize the relationship between facilitation and release
probability at the NMJ. Since facilitation and quantum content can be measured
simultaneously, this relationship allows for knowledge of synaptic inputs strength and
release probability ratios. We also show this information can be used to deduce the ratio
of their territorial coverage. Together, these results represent the first simultaneous and
integral evaluation of the synaptic properties of competing inputs at developing

neuromuscular junctions.

We further used these tools to evaluate the relationship between the different
synaptic parameters. First, we were able to conclude that the release probability and
territorial coverage ratios have little correlation with synaptic strength ratios in the initial
stages of competition, but that a stronger correlation occurs when one input becomes at

least twice as strong as his competitor. In addition, our data suggest that the release
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probability and the territorial coverage are both dynamically regulated during the

process.

Finally, our data suggest that the relative importance of release probability and
territorial coverage ratios in the determination of synaptic strength ratios remains

constant throughout the process and that this importance is equivalent.

Keywords : Synapse, synaptogenesis, synaptic competition, facilitation, territorial

coverage, quantal content, neuromuscular junction.
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1 Introduction

Le systeme nerveux est une organisation complexe de structures qui permettent
la transduction et I'interprétation de signaux électriques et chimiques. Ce systeme est a
la base de facultés diverses allant du mouvement volontaire a la cognition et a
I'interprétation de notre environnement. Les éléments constitutifs a la base de ce
systeme, au niveau fonctionnel, sont les neurones. Il s’agit de cellules ayant une
physiologie permettant la transmission électrique d’un signal sur la longueur de leurs
projections, qui peuvent par ailleurs atteindre une taille de plus d’'un metre. L'une des
structures essentielles au bon fonctionnement de ce systeme est la synapse chimique
(synapse). Celle-ci permet la transduction, par la relache de neurotransmetteurs (NT), du
signal électrique propagé le long d'un neurone. Ainsi, la communication entre les
¢léments fonctionnels primaires du systeme ou entre ces ¢éléments et des

cellules/structures effectrices devient possible.

Le role de la synapse, aussi central au bon fonctionnement du systeme nerveux,
dépend d’une organisation bien définie. En effet, une machinerie fiable et précise doit
étre échafaudée aussi bien au niveau de 'élément présynaptique, afin de réguler la
libération de NTs, que de I'élément postsynaptique, afin de détecter cette libération. La
mise en place de cette organisation a lieu lors du développement et sa réussite est
intimement liée a la maturation de la synapse, dont I'objectif ultime, régulé par un
processus de compétition synaptique, est la stabilisation et le maintien des connexions

adéquates et I'élimination des connexions surnuméraires.

Historiquement, en raison de sa grande taille et de son accessibilité, la jonction
neuromusculaire (JNM) est un des modeles ayant le plus contribué a notre
compréhension du processus de synaptogenese. A la JNM, plusieurs axones moteurs
contactent initialement une fibre musculaire. Lors des deux premieres semaines
postnatales, chez la souris, ces connexions seront graduellement éliminées jusqu’a ce
qu’il n’en reste qu’une seule, qui sera stabilisée et maintenue. Malgré la richesse de la
littérature concernant ces phénomenes, les mécanismes qui les sous-tendent demeurent

mal définis. Ainsi, 'objectif de ce mémoire est d’étudier certaines des propriétés des
; )



terminaisons axonales en compétition a la JNM de souris afin de mieux caractériser les

facteurs qui déterminent I'issue de la compétition et de I'élimination synaptique.

Cette introduction traitera d’abord du développement du systeme nerveux
jusqu’au stade de la sélection des cibles par les projections axonales. En raison du sujet
de ce mémoire, une attention particuliere sera portée au développement du systeme
nerveux périphérique. Ensuite, le fonctionnement et la structure de la JNM seront
détaillés. Finalement, le développement de la JNM sera présenté selon une perspective

permettant une mise en contexte adéquate des résultats de ce mémoire.



1.1 Développement du systeme nerveux

Le défi est de taille, il est de mettre en place une structure composée d’environ
10" neurones qui établissent chacun entre 10" et 10” connexions avec d’autres neurones
ou cellules/structures effectrices (Kandel, Schwartz, Jessell, Siegelbaum et Hudspeth,
2013, p. 21). Bien str, ces connexions doivent étre établies selon des contraintes précises
qui dépendent de la mise en place de divers mécanismes et de 'interaction de plusieurs
types cellulaires afin d’assurer le bon fonctionnement du systeme et la prise en charge
adéquate de fonctions complexes. Ainsi, le nombre et le type de cellules doivent étre

strictement controlés.

Ces cellules doivent également migrer a des sites particuliers et émettre des
projections axonales afin d’établir un contact avec des cibles spécifiques. Ces projections
axonales migrent parfois sur de tres longues distances. Cette migration (Sanes, Harris et
Reh, 2012, p. 105-142) ainsi que 'établissement subséquent des connexions synaptiques
appropriées (Sanes et al., 2012, p. 143-169 et 209-248) dépendent tous deux de I'interaction
de plusieurs types cellulaires et de I'action de cascades moléculaires a I'origine diverse.
Une fois ces connexions initiales établies, un processus de maturation permet leur

remodelage, leur raffinement et leur renforcement (Sanes et al., 2012, p. 249-285).

Aux fins de présentation de ce mémoire, le développement du systeme nerveux
peut donce étre séparé en trois grandes étapes, soit : 1. la formation et la différenciation
cellulaire, 2. le guidage axonal et la sélection des cibles, 3. la synaptogenese (formation,
maturation et raffinement synaptique). Les sections suivantes présenteront un apercu des
deux premieres de ces grandes étapes. La troisieme sera abordée dans la section 1.3

Deéveloppement de la jonction neuromusculaire.

1.1.1 Formation et différenciation cellulaire

Lors du développement embryonnaire des vertébrés, la gastrulation est un
évenement charniere qui permet la transformation dune structure relativement simple,
la blastula, en une structure plus complexe constituée de trois feuillets cellulaires
nommée gastrula. Lors de la gastrulation, les cellules mésodermiques du centre de

Spemann relachent des signaux moléculaires permettant I'induction de tissu neural a



partir de I'ectoderme dorsal environnant. Ce tissu neural formera une structure connue

sous le nom de plaque neurale (Sanes et al., 2012, p. 1-22).

La plaque neurale est, quant a elle, la structure qui donnera naissance a I’ensemble
du systeme nerveux, aussi bien les neurones que les cellules gliales. Par le processus de
neurulation, la plaque neurale s’invaginera vers 'intérieur de I'embryon et donnera
naissance au tube neural, origine du systeme nerveux central (SNC). Les limites dorsales
de I'invagination de la plaque neurale donneront quant a eux naissance a la créte neurale,
origine d’une partie substantielle du systeme nerveux périphérique (SNP) (Sanes et al.,

2012, p. 1-22).

Sous 'influence de plusieurs cascades moléculaires, le tube neural sera subdivisé
selon un axe antéro-postérieur. Bien que la majeure partie du tube soit destinée a
produire la moelle épiniere, cette subdivision permettra, d’abord, la régionalisation des
autres sous-structures principales du systeme nerveux, soit le prosencéphale, le
mésencéphale et le rhombencéphale. Ensuite, les genes de type homéotique permettront
la subdivision de chacune des parties du tube neural le long de ce méme axe ; les genes
de la famille Hox, par exemple, dans le rhombencéphale et la moelle épiniere (Sanes et

al., 2012, p. 23-48).

En parallele, le tube neural est soumis a 'influence de facteurs qui permettront sa
régionalisation selon un axe dorso-ventrale. Sous la partie ventrale du tube neural se
trouve la notochorde. Cette structure est responsable de la relache du facteur Shh qui
induira I’émergence de la plaque du plancher sur la partie ventrale du tube neural, ainsi
que de la différenciation des cellules ventrales du tube. A la limite de la plaque neurale
et de I'ectoderme, la relache des facteurs BMP et Wnts permettent I'émergence des
cellules de la créte neurale et la différenciation des cellules dorsales du tube. La corne
ventrale de la moelle épiniere sera le berceau des neurones moteurs spinaux (MN) alors
que la corne dorsale abritera les cellules cibles des neurones sensitifs ganglionnaires

(Sanes et al., 2012, p. 23-48 et 77-104).

Ainsi, ces différents processus moléculaires permettent aux différentes cellules du
systeme nerveux d’acquérir une identité précise en fonction de leur positionnement

anatomique. Ces cellules mettront ensuite en place des mécanismes de différenciation



cellulaire qui leur permettront d’acquérir les propriétés nécessaires a leur

développement et a la prise en charge de leurs fonctions respectives.

1.1.2 Le guidage axonal et la sélection des cibles

Une des structures fondamentales des neurones est 'axone, qui permet la
transmission d’un signal électrique jusqu’a des cibles précises. Les axones de certains
neurones, comme les MN, doivent migrer sur de tres longues distances afin d’atteindre

leurs cibles. Afin d’y parvenir, ’extrémité distale des axones forme un cone de croissance.
yp )

1.1.2.1 Structure du cone de croissance

Le cone de croissance est une structure dynamique de forme amibe constituée de
plusieurs protéines jouant un role dans le mouvement cellulaire (Figure 1.1). Les
microtubules constituent le coeur du cytosquelette des axones et de la partie centrale des
cones de croissance. A mesure que le cone de croissance avance le long de sa voie
migratoire, les microtubules sont allongés afin de stabiliser 'axone grandissant. Les
filipodes sont de minces prolongements constitués principalement d’actines et de
myosine. De par leur structure, ces prolongements sont extrémement dynamiques et leur
role est d’explorer I'environnement du cone de croissance. Une grande partie des
récepteurs chimiques permettant au cone de croissance de déterminer la voie de
migration adéquate est située dans la membrane des prolongements filipodes. Les
prolongements lamellipodes constituent quant a eux la structure de transition entre le
coeur des cones de croissance et les prolongements filipodes. Ils sont constitués de
microtubules, d’actines, de myosine et d’'une panoplie d’autres protéines permettant
I’échafaudage de ces différents niveaux d’organisation structuraux (Sanes et al., 2012, p.

105-142).

1.1.2.2 Transduction du signal dans le cone de croissance

La majorité des récepteurs présents a la surface des cones de croissance possedent
un domaine intracellulaire a activité tyrosine-kinase ou tyrosine-phosphatase. Les
récepteurs n’ayant pas un tel domaine intracellulaire peuvent habituellement recruter

d’autres protéines le possédant. Par exemple, la liaison du NCAM a son récepteur permet

J



actine filamenteuse

Figure 1.1. Cytosquelette du cone de croissance.

Images en microscopie a fluorescence d’un cone de croissance immuno-marqué pour
I'actine filamenteuse (Biodipy FFL. phalloidine; vert) et les microtubules (alpha-tubuline,
tubuline acétylé et tubuline tyrosine; rouge). Le marquage de I'actine permet de visualiser
I'étendu du come de croissance ainsi que ses structures caractéristiques que sont les
lamellipodes et les filipodes. Notez la concentration de microtubules dans le coeur du cone
de croissance (image de droite), alors qu’ils sont pratiquement absents des lamellipodes et
des filipodes (tracé jaune, image de droite, pour référence). Echelle = 5 um. La figure a été
modifiée de Zhou, Waterman-Storer et Cohan (2002). Droits de modification et de
reproduction obtenus de Rockefeller University Press.

de recruter le récepteur aux FGF et d'induire une cascade de phosphorylation via son
domaine tyrosine-kinase. La majorité des cascades moléculaires en aval de ces récepteurs
signalent a des protéines impliquées dans le controle du cytosquelette. Ceci permet une
réponse dynamique et rapide des filipodes a leur environnement qui guide le cone de

croissance le long de sa voie migratoire (Sanes et al., 2012, p. 105-142)

1.1.2.3 Migration du coéne de croissance

Lors de la migration, le cone de croissance adhere a la matrice extracellulaire au
moyen de différents types de molécules d’adhésion. Par exemple, les intégrines sont une

famille de protéines transmembranaires qui permettent aux cellules du SNC et du SNP



d’adhérer préférentiellement aux laminines et aux fibronectines, respectivement, de la

matrice extracellulaire.

Les signaux permettant aux cones de croissance de trouver le chemin adéquat
peuvent étre divisés en deux catégories, soit répulsifs ou attractifs. La répulsion et
Iattraction peuvent se faire soit de maniere locale, le plus souvent par des protéines
ancrées a la matrice extracellulaire ou a d’autres cellules, soit a distance via des molécules
diffusibles. La classe de molécule dominante permettant l'attraction des cones de
croissance est celle des cell adhesion molecules (CAM), qui permettent 'adhésion entres les
cellules. Ces protéines seraient a I'origine de la fasciculation axonale, permettant a un
axone pionnier d’ouvrir la voie et de guider des axones subséquents. Les protéines de la
famille des sémaphorines sont quant a elles le plus souvent responsables de la répulsion
et peuvent aussi bien étre des molécules adhésives que des molécules diffusibles. Les
processus d’attraction ou de répulsion a distance ont le plus souvent lieu le long de
gradients de molécules diffusibles. L’attraction le long de gradients de facteurs
trophiques, tels que le brain-derived neurotrophic factor (BDNF), le glial cell-derived
neurotrophic factor (GDNF) et les protéines de la famille des nétrines, est un processus

indispensable.

Bien que I'idée que la migration des axones et I'identification de leurs cibles soient
guidées par un facteur diffusible provenant des cibles elles-mémes soit attrayante, il est
désormais accepté que la migration se fait par le biais de nombreux relais et que les cibles
expriment des signaux attractifs qui sont relativement faibles (Sanes et al., 2012, p. 105-
142). Par exemple, les cones de croissance des MN ont plusieurs choix intermédiaires a
effectués tout au long de leur migration. Dans la moelle épiniere, les MN sont organisés
en colonnes motrices dont les projections axonales suivront des voies migratoires
communes. En effet, les MN des colonnes motrices hypaxiale et latérale innerveront
respectivement les muscles de la paroi corporelle et ceux des membres. Leur projection
axonale doit donc suivre une voie migratoire ventrale en sortant de la moelle épiniere.
Les projections axonales des MN de la colonne motrice médiale, qui innerveront les
muscles axiaux, doivent quant a eux suivre une voie migratoire dorsale. Le signal

permettant aux projections axonales de la colonne motrice médiale de suivre une voie



migratoire dorsale serait certaines protéines diffusibles de la famille des fibroblast growth

Jactors (FGF) relachées par des cellules des somites et agissant de maniere attractive.

Un autre exemple intéressant est celui des MN de la colonne motrice latérale. A la
base des membres qu’ils innervent, les projections axonales des MN de plusieurs nerfs
spinaux se rassemblent pour former des plexus. Les projections axonales se
redistribueront a 'intérieur des plexus afin d’en émerger par une voie dorsale, pour
I'innervation des muscles extenseurs, ou ventrale, pour l'innervation des muscles
fléchisseurs. Les mécanismes permettant aux projections axonales de se rediriger vers la
voie adéquate dépendent entre autres d'un gradient de GDNF et de contacts

intercellulaires médiés par les protéines NCAM (Bonanomi et Pfaff, 2010).

1.1.2.4 Sélection des cibles

Les MN innervant un méme muscle sont regroupés aussi bien dans la moelle
épiniere que lors de la migration de leurs projections axonales. Ils partagent aussi
certaines cascades moléculaires leur permettant la détection de signaux locaux lorsqu’ils
s’approchent de leur muscle cible et ainsi procéder a son innervation. De plus, le
positionnement rostro-caudal du corps cellulaire des MN, dans leur regroupement au
sein de lamoelle épiniere, déterminerait leur positionnement final le long de I’axe rostro-
caudal au sein du muscle cible. Les mécanismes sous-tendant cette topographie restent
mal définis. Par contre, certaines études suggerent que les protéines transmembranaires
de la famille des éphrines et leurs interactions avec les récepteurs Eph seraient

essentielles (Bonanomi et Pfaft, 2010).

Ensemble, ces différents exemples montrent la variété des signaux qui influencent

la migration des axones moteurs et la sélection adéquate de leur cible.



1.2 La jonction neuromusculaire

La JNM est une synapse du SNP ou un MN innerve une fibre musculaire. Sa
fonction principale est la transduction du signal électrique provenant du MN en un signal
chimique permettant 'activation de la fibre musculaire, entrainant sa contraction. Il s’agit

done d’une structure primordiale lors du mouvement volontaire, par exemple.
9

En raison de sa relative simplicité et de son accessibilité, la JNM est devenue un
modele privilégié pour I'étude du développement (Balice-Gordon, 19g7; Buffelli, Busetto,
Bidoia, Favero et Cangiano, 2004; Colman, Nabekura et Lichtman, 1gg7; Darabid, Arbour
et Robitaille, 2013; Darabid, Perez-Gonzalez et Robitaille, 2014; Gautam et al., 1996; Sanes
et Lichtman, 1999, 2001), de la transmission (Del Castillo et Katz, 1954b; FFatt et Katz, 1952;
Katz, 1969) et de la plasticité synaptique (Betz, 1970; Castonguay et Robitaille, 200r1;
Magleby et Zengel, 1976a, 1976b; Robitaille, 1998; Todd, Darabid et Robitaille, 2010). De
plus, elle est couramment utilisée afin d’explorer les interactions entre les cellules
neuronales et gliales (Castonguay et Robitaille, 2001; Darabid et al., 2013; Jahromi,
Robitaille et Charlton, 1992; Robitaille, 19g98; Rochon, Rousse et Robitaille, 2001; Smith,
Mikesh, Lee et Thompson, 2013; Todd et al., 2010) et permet I'étude de plusieurs maladies
neurodégénératives (Arbour, Tremblay, Martineau, Julien et Robitaille, 2015; Armstrong
et Drapeau, 2013a, 2013b; Bose, Armstrong et Drapeau, 201g; Dzieciolowska, Drapeau et
Armstrong, 2017; Huijbers et al., 2013; Miledi et Slater, 1968a, 1968b; Tremblay, Martineau

et Robitaille, 2017).

La JNM est composée des quatre éléments suivants : la terminaison axonale du
MN (élément présynaptique), la fente synaptique, les replis post-jonctionnels de la fibre
musculaire (¢lément postsynaptique) et les cellules de Schwann périsynaptiques (CSP ;
¢lément glial) (Figure 1.2) (Andersson-Cedergren, 1959; Jahromi et al., 19g2; Salpeter,
1987; Sanes et Lichtman, 199g). Les sections suivantes ont pour objectifs de décrire la
morphologie et les fonctions respectives de chacun de ces éléments et de les placer dans

le contexte de I'organisation générale de la JNM.



Figure 1.2. Ultrastructure et organisation générale de la JNM.

Image en microscopie électronique de 'organisation de la JNM de rat. Les terminaisons
axonales (* ; élément présynaptique) ainsi qu’un axone (AX) sont montrés en vert. La fibre
musculaire est montrée en rose (élément postsynaptique). La fente synaptique se trouve aux
appositions des éléments pré- et postsynaptiques. Les CSP avec leur noyau (SN) et certains
de leurs prolongements (fleches), qui couvrent les surfaces présynaptiques qui ne sont pas
en apposition avec I'élément postsynaptique (Andersson-Cedergren, 1959), sont montrées
en olive (élément glial). Echelle = 1 um. La figure a été modifiée de Rheuben, Autio, Xu et
Atchison (2004). Droits de modification et de reproduction obtenus de £lsevier.

1.2.1 Elément présynaptique

L’élément présynaplique est composé de la terminaison axonale d’un MN. Chaque
axone moteur peut faire synapse avec plusieurs fibres musculaires distinctes et 'on
nomme unité motrice un MN et 'ensemble des fibres musculaires qu’il innerve (Ruff,
2003; Salpeter, 1987). Ainsi, a I'intérieur du muscle cible, le tronc axonal d'un MN se
divise en branches a la pointe desquelles se formeront les terminaisons axonales. Ces
terminaisons axonales, responsables de la relache de NTs, couvrent le réseau de replis
post-jonctionnels de leur fibre musculaire cible (Andersson-Cedergren, 195g), ou se

concentrent les récepteurs postsynaptiques (Figure 1.3) (Salpeter, 1987). Chez les
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nAChR Fusion

Figure 1.3. Ramifications el couverture présynapliques.

Images en microscopie confocale d’une JNM de souris. La terminaison nerveuse (TN) a été
immuno-marquée avec des anticorps contre les neurofilaments de type moyen (NF-M) et
les protéines synaptiques vésiculaires 2 (SVa ; vert). Les récepteurs nicotiniques de
I'acétylcholine (nAChR), concentrés au niveau des replis post-jonctionnels, ont été marqués
avec de I'a-Bungarotoxine (rouge). Notez I'étendue des ramifications présynaptiques et la
précision de leur couverture de la spécialisation postsynaptique. Echelle = 10 pm. La figure
a été modifiée de Arbour et al. (2015). Droits de modification et de reproduction obtenus de
Society for Neuroscience.

vertébrés, qui ont des fibres musculaires électriquement excitables, la JNM est composée
d’un réseau de boutons synaptiques plus (rat, souris) ou moins (humain, crapaud, lézard)
fusionnés qui sont rassemblés vers le centre des fibres musculaires (Slater, 2015).
L’objectif de la présente section est d’explorer la structure de I'élément présynaptique et
la maniere dont celle-ci lui permet de réguler sa principale fonction, soit la relache de

NTs.
1.2.1.1 Cytosquelette

Au point de bourgeonnement des terminaisons, I’axone des MN perd sa gaine de
myéline, s’élargit, se ramifie et son cytosquelette se transforme. Une des transformations
majeures est la diminution de la densité de microtubules et de neurofilaments
(Andersson-Cedergren, 1959; Brill et al., 2016; Cifuentes-Diaz et al., 2002; Fahim et
Robbins, 1982; Peng, 1983; Yee, Pestronk, Alderson et Yuan, 1988),

principales molécules structurantes des axones (Wuerker et Kirkpatrick, 1972). Ces
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Figure 1.4. Ultrastructure du cytosquelette d’actine présynaptique d’un MN.

Image stéréoscopique en microscopie électronique a transmission de l'intérieur d’une
terminaison présynaptique a la JNM de grenouille obtenue par cryofracturation (Quick-
Freeze/Deep-Litch; voir Heuser (1981)). Un cytosquelette formé d’actine (fleche longue) est lié
a des vésicules synaptiques par Uentremise de la protéine synapsine 1 (fleches courtes). La
téte globulaire de la synapsine 1 peut également étre observée a certains endroits (fleches
épaisses). Echelle = o, pm. L’image est tirée de (Hirokawa, Sobue, Kanda, Harada et
Yorifuji, 198¢). Droits de reproduction obtenus de Rockefeller University Press. Note : Pour

apprendre a visualiser des images stéréoscopiques, veuillez visiter cette page web (Kala 3D
Lid., n.d.).

structures deviennent plus diffuses et suivent les ramifications terminales sans s’insérer
de maniere significative dans les boutons synaptiques, ou elles font place a un
cytosquelette dont la composante la plus étudiée est I'actine filamenteuse (Figure 1.4)
(Dillon et Goda, 2005; Doussau et Augustine, 2000; Hirokawa et al., 1989; Saheki et De

Camilli, 2012).

L’actine serait impliquée dans plusieurs fonctions cellulaires présynaptiques qui
ont été étudiées principalement a des synapses du CNS ou a la JNM de grenouille
(Cingolani et Goda, 2008; Dillon et Goda, 2005; Doussau et Augustine, 2000; Saheki et

De Camilli, 2012). La fonction la plus intuitive est certainement le maintien de la structure
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morphologique des terminaisons. Par contre, ['utilisation de latrunculine, une famille de
toxine favorisant la dépolymérisation des filaments d’actine (Coue, Brenner, Spector et
Korn, 1987), n’induit aucun changement morphologique perceptible a des synapses
matures du CNS (Kim et Lisman, 199g) ou a la JNM de grenouille (Richards, Rizzoli et
Belz, 2004). Des expériences similaires sur des neurones de 'hippocampe en cultures ont
démontré que la résistance aux latrunculines était acquise au court de leur maturation
(Zhang et Benson, 2001), au moment ou I'expression de piccolo et de PSD-g5 augmente
substantiellement, des protéines qui sont impliquées dans I'échafaudage des structures
intercellulaires pré- et postsynaptiques, respectivement (Li et Sheng, 2003). Ainsi, ces
¢chafaudages semblent jouer un role important dans le maintien de la structure
morphologique des terminaisons, mais celui de I'actine filamenteuse, s’il en est un, reste

incertain (Dillon et Goda, 2005).

1.2.1.2 Organelles et organisation sous-cellulaire

Le role principal d'une terminaison présynaptique étant la libération de NTs,
I'intérieur de son cytoplasme est organisé d’une maniere stéréotypée afin de maximiser
Iefficience de ce processus (Andersson-Cedergren, 1959; Fahim et Robbins, 1982;

I » 1999; N
Salpeter, 1087). Les organelles essentielles a son bon fonctionnement seront disposées
I > 1907 8

de maniere a favoriser la mobilité et la disponibilité des ressources.

1.2.1.2.1 Zones actives

La structure sous-cellulaire la plus distinctive et la plus étudiée des terminaisons
présynaptiques est sans contredit la zone active. Il s’agit de la structure ou se produit la
fusion des vésicules synaptiques a la membrane cellulaire lors de la libération de NT
(Rash, Walrond et Morita, 1988). En microscopie électronique, elle apparait sous la forme
d’une région extrémement dense aux électrons, apposée a la membrane czsmusculaire de
la terminaison présynaptique (Figure 1.5) (Couteaux et Pecot-Dechavassine, 1970; Rash et
al., 1988; Rheuben et al., 2004; Zhai et Bellen, 2004). L’aspect particulicrement dense des
» 1900, ) ) B

zones actives leur est conféré par l'accumulation de protéines en apposition a la
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Figure 1.5. Ultrastructure de 'organisation présynaptiques a la JNM.

Haut : Image en microscopie électronique a transmission du cytoplasme d’un bouton
présynaptique (en vert) et des replis post-jonctionnels de la fibre musculaire (en rose) a la
JNM de souris. Notez la distribution en agglomérations des vésicules synaptiques dans le
cytoplame présynaptique. Bas : Grossissement de I'image du haut. Les zones actives (fleches
orange) sont tres denses aux électrons, plusieurs vésicules synaptiques s’y accumulent et
elles font face aux invaginations des replis post-jonctionnels. Echelles = 0,5 um. La figure
est tirée de Nishimune (2012a). Droits de reproduction obtenus de John Wiley and Sons.

membrane cellulaire qui forment une matrice cellulaire particuliere a cette région (Neher
et Sakaba, 2008; Nishimune, 2012b; Sudhof, 2013). Les composantes principales de cette

matrice cellulaire sont les protéines Bassoon, Piccolo, Munci3 et RIM (Juranek et al.,



2006; Nishimune, Sanes et Carlson, 2004; Tokoro et al., 2007). Chez la souris, cette

matrice forme, a chaque zone active, deux rangées paralleles (Nagwaney et al., 2009)

d’environ 8o nm de longueur (Fukuoka et al., 1987) qui sont opposées aux invaginations

des replis post-jonctionnels (Figure 1.5). La distance entre les zones actives est d’environ
~ sy 2 B . ~ . 2

0,5 um pour une densité d’environ 2,5 zones actives par um” (Fukuoka et al., 1987;

Nagwaney et al., 200q)).
1.2.1.2.2 Veésicules synaptiques

Une organelle prépondérante de la terminaison présynaptique est la vésicule
synaptique. Celle-ci contient les NTs, I'acétylcholine (ACh) a la JNM, qui seront relachés
dans la fente synaptique et seront les effecteurs de la transmission synaptique (Slater,
201)). Chez la grenouille, chacun des boutons synaptiques d’une terminaison axonale
contient entre 10’-10% vésicules synaptiques, dont la taille moyenne varie entre 30-50 nm
(Slater, 2015). A leur tour, chacune de ces vésicules synaptiques contient entre 5x10’-1x10’
molécules d’ACh (Fatt et Katz, 1952; Kuffler et Yoshikami, 1975; Miledi, Molenaar et
Polak, 1983). Les vésicules synaptiques abritent un nombre important d’autres molécules
aussi bien dans leur lumen, tel que I'adénosine triphosphate (ATP) (Zimmermann, 1994),
que dans leur membrane. Ces dernieres sont impliquées dans plusieurs fonctions, mais
les plus étudiées sont celles permettant I'internalisation des NT a partir du cytoplasme
cellulaire et celles impliquées dans 'adhésion aux autres structures cellulaires (Chan-

Palay, Engel, Palay et Wu, 1982; Slater, 2015; Sudhof, 2013; Takamori et al., 20006).

D’un point de vue morphologique, les vésicules synaptiques sont structurées en
agglomérations dispersées a I'intérieur de la terminaison. Aux zones actives, leur densité
est supérieure a celle du reste du cytoplasme des terminaisons (Figure 1.5). Les vésicules
sont dynamiques et évoluent au sein d’un cycle fonctionnel particulier qui sera présenté

a la section 1.2.1.3 Libération de neurotransmetteurs.

1.2.1.2.3 Mitochondries

Une autre organelle présynaptique essentielle est la mitochondrie (Alnaes et
Rahamimoff, 1975; David et Barrett, 2000; Tang et Zucker, 1997). Celles-ci sont, entre

autres, responsables de la synthese d’ATP (Friedman et Nunnari, 2014) et donc de

)



I’énergie disponible a la terminaison (David et Barrett, 2000; Nicholls, 2002). Un
processus complexe de transfert en chaine d’¢lectrons entre différents complexes
protéiques de la membrane interne mitochondriale permet le pompage de protons dans
son espace intermembranaire. Ceci a pour effet de créer un gradient électrochimique
entre I’espace intermembranaire et 'espace intracellulaire. L’énergie mise en réserve par
I’établissement de ce gradient permet alors la synthese d’ATP par I'ATP synthase
(Friedman et Nunnari, 2014). D’un point de vue morphologique, les mitochondries se
retrouvent généralement plus pres du centre des boutons synaptiques et dans la partie
du cytoplasme opposée a la membrane cismusculaire (Figure 1.6) (Andersson-Cedergren,

1959; Fahim et Robbins, 1982; Rheuben et al., 2004).

1.2.1.3 Libération de neurotransmetteurs

La libération de NT est la fonction principale de la terminaison présynaptique
d’une JNM. Les travaux pionniers de Bernard Katz et de ses collegues, a partir du début
des années 1950 (Del Castillo et Katz, 1954b; FFatt et Katz, 1952; Katz, 1969), ont permis de
découvrir la nature quantique de la libération de NTs. En effet, ils ont remarqué que, chez
la grenouille, la taille des réponses évoquées par une stimulation du nerf et enregistrées
dans la fibre musculaire (potentiel de plaque motrice; PPM) était systématiquement un
multiple de la taille d’événements spontanés se produisant a une fréquence d’environ 1
Hz (PPM miniature; PPMm). Les observations en microscopie électronique de vésicules
a 'intérieur de la terminaison présynaptique de JNM de grenouilles (Birks, Huxley et
Katz, 1960; De Robertis et Bennett, 1955; Reger, 1958; Robertson, 1957), de reptiles
(Robertson, 1956) et de rongueurs (Reger, 1955, 1958), ainsi que dans les terminaisons de
neurones du CNS (Palay et Palade, 1955), ont mené Katz a émettre son hypothese vésiculaire
de la libération de NT (Del Castillo et Katz, 1956; Katz, 196¢), selon laquelle un quanta
représente une unité multimoléculaire associée au contenu d’une vésicule synaptique.
Cette hypothese est maintenant confirmée (Slater, 2015). L’objectif de cette section est
d’expliquer la séquence d’événements permettant la libération quantique et de présenter

les acteurs moléculaires impliqués.
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Figure 1.6. Ultrastructure de 'organisation des organelles présynaptique a la JNM.

Image en microscopie électronique a transmission du cytoplasme de la partie centrale d’un
bouton synaptique (en vert) a la JNM de rat. Notez la distribution des vésicules synaptiques
dans la moitié cismusculaire du cytoplasme (bas et droite). Les autres organelles
s’accumulent dans 'autre moitié du cytoplasme. On peut y observer des mitochondries (M),
un corps multivésiculaire (MVB) et des cisternae (C). Echelle = 1 um. La figure a été modifiée
de Rheuben et al. (2004). Droits de modification et de reproduction obtenus de F£lsevier.

1.2.1.3.1 Potentiel d’action

La libération de N'T se produit suite a I'arrivée d’un potentiel d’action au niveau
de la terminaison (Del Castillo et Katz, 1954b; Fatt et Katz, 1952; Katz et Miledi, 1969;
Slater, 2015). Un potentiel d’action est un processus extrémement rapide se produisant
dans une région définie d’une cellule. Initialement, le potentiel membranaire augmente
grandement dia a louverture de canaux sodiques dépendants du potentiel (eNay) qui
permettent I'entrée de sodium (Na') dans le cytoplasme cellulaire. Ensuite, le potentiel
membranaire revient a son point initial sous I'influence de canaux potassiques dépendant

du potentiel (cKy) qui permettent la sortie de potassium (K') (Hodgkin et Huxley, 1952;
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Katz, 1969). 1l s’agit d'un mécanisme physiologique qui permet aux neurones, par sa
régénération systématique, de transmettre un signal électrique le long de leur axone

(Rama, Zbili et Debanne, 2018).

1.2.1.3.2 Entrée calcigue

Les terminaisons présynaptiques de la JNM possedent les ¢Nay et cKy nécessaires
a la régénération d’un potentiel d’action provenant de leur tronc axonal (Katz et Miledi,
1965b; Slater, 2015; Sudhof, 2013). Au moment ou cette régénération se produit, des
canaux calciques dépendants du potentiel (cCay) seront recrutés et permettront I'entrée
de Ca” dans le cytoplasme de la terminaison, un événement essentiel a la libération de

NT (Augustine, Charlton et Smith, 1985, 1987; Dodge et Rahamimoft, 1g67a; Katz, 196q).

Des études de microscopie électronique avec cryofracturation ont permis de
démontrer I'accumulation de canaux ioniques dans la membrane cellulaire associée aux
zones actives (Singer et Nicolson, 1972). Par la suite, des travaux a la JNM de grenouille
ont démontré que certains de ces canaux sont des cCay et que ceux-ci ne sont pas présents
a l'extérieur des zones actives (Robitaille, Adler et Charlton, 1ggo). D’autres études ont
montré qu’a la JNM mature, 'entrée calcique induite par un potentiel d’action dépend
des cCay de type P/Q (Bowersox et al., 1995; Katz, Protti, Ferro, Rosato Siri et Uchitel,
1997; Protti et Uchitel, 1993; Uchitel et al., 19g2). Par contre, lorsque les cCay de type P/Q
sont ¢liminés, des cCay de type R et de type N sont recrutés et des défauts de libération
deviennent apparents (Urbano, Rosato-Siri et Uchitel, 2002). En plus de réguler I'entrée
calcique nécessaire a la libération de NTs, les cCay permettent 'ancrage de la matrice
cellulaire des zones actives a la membrane par des interactions avec Bassoon (Chen,
Billings et Nishimune, 2011) et RIM (Day et al., 1997; Wachman, Poage, Stiles, Farkas et

Meriney, 2004; Westenbroek, Hoskins et Catterall, 1998).

La quantité de Ca™ qui pénetre dans la terminaison aura une incidence directe
sur 'amplitude de la libération (Del Castillo et Stark, 1952; Dodge et Rahamimoff, 1967b;
Katz et Miledi, 1967). Certains travaux sur la JNM de grenouille ont montré que des canaux
potassiques dépendants du Ca” (cKc,) permettent de restreindre le PA, ce qui mene a
une diminution de I'entrée de Ca” et de la libération de N'T (Robitaille et Charlton, 19g2).

Des études subséquentes ont montré que ces cKe, sont positionnés aux zones actives
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(Robitaille, Garcia, Kaczorowski et Charlton, 1993) a tres grande proximité des cCa,

(Robitaille et al., 19go; Robitaille, Adler et Charlton, 1993).

1.2.1.3.3 Ezxocytose

Les zones actives possedent une machinerie spécialisée permettant la fusion des
vésicules synaptiques a la membrane cellulaire de maniere efficace et controlée (Sudhof,
2013). Avant I'entrée calcique, la matrice cellulaire des zones actives, par I'intermédiaire
de RIM, permet l'arrimage (docking) de quelques vésicules par une interaction avec les
récepteurs couplés aux protéines G (rCPG) vésiculaires Rab 3/27 (Fernandez-Busnadiego
et al., 2013; Han, Kaeser, Sudhof et Schneggenburger, 201r; Sudhof, 2013; Wang,

Okamoto, Schmitz, Hofmann et Sudhof, 1997).

Une fois arrimées, les vésicules synaptiques doivent étre amorcées (primed), en
deux étapes, afin d’étre aptes a la fusion membranaire en réponse a une entrée calcique
(Sudhof, 2013). D’abord, la protéine vésiculaire Synaptobrévine/VAMP, membre de la
famille des protéines SNARE (soluble NSF' attachment receptor proteins), formera un
complexe avec les protéines membranaires de la famille SNARE syntaxine-1 et SNAP-25
(Sollner et al., 1993). Ensuite, la protéine Complexine liera et stabilisera le complexe
SNARE afin de finaliser 'amorcage (Tang et al., 2006). Chaque zone active des JNM de
souris abriterait généralement deux vésicules synaptiques amorcées (Nagwaney et al.,
2009}, mais des travaux sur des JNM de rats ont montrées qu’en moyenne une autre
vésicule non-amorcée serait arrimée a I'une de ses extrémités (Rowley, Mantilla, Ermilov

et Sieck, 2007).

Au moment de I'entrée des ions Ca”, ces derniers se lieront a une protéine
vésiculaire membre de la famille des Synaptotagmines, qui possede deux domaines de
liaison au Ca” (Brose, Petrenko, Sudhof et Jahn, 1992). En utilisant des souris dont le
gene endogene codant pour la Synaptotagmine-1 est muté de maniere a diminuer son
affinité au Ca”" de moitié, Fernandez-Chacon et al. (2001) ont montré que la sensibilité de
la libération de NT au Ca” était aussi diminuée de moitié. En utilisant un stratageme
similaire, des études subséquentes ont montré que la fusion vésiculaire nécessitait une
liaison Ca”-dépendante des Synaptotagmines aux phospholipides membranaires

(Sorensen, Fernandez-Chacon, Sudhof et Neher, 2003) et au complexe SNARE (Pang,
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Shin, Meyer, Rosenmund et Sudhof, 2006). La liaison du Ca” aux Synaptotagmines
entraine donc la fusion membranaire des vésicules synaptiques amorcées. La liaison
subséquente de la protéine NSI au complexe SNARE permettra sa dissociation et le

début d'un nouveau cycle de relache (Sudhof, 2013).

Lors d’un PA, la terminaison doit relacher suffisamment de vésicules pour induire
a son tour un potentiel d’action dans la fibre musculaire cible. Une maniere adéquate de
déterminer la fiabilité d’une terminaison a évoquer cette réponse dans sa cellule cible est
de calculer son facteur de sécurité (safety factor) en divisant la taille de la réponse évoquée
moyenne dans la cellule cible par la taille requise pour induire un PA. A la JNM de souris
et de rat, ce facteur de sécurité est habituellement d’environ 4 (Wood et Slater, 1997,
2001). Par contre, méme si la terminaison relache quatre fois la quantité de vésicules
requises pour activer la cellule postsynaptique, il n’en demeure pas moins que la plupart
des vésicules amorcées, soit environ go-95%, ne sont pas relachées (Nagwaney et al., 2000;
Rash et al., 1988; Ruiz et al., 2011). Ainsi, la fiabilité de la terminaison présynaptique
reposerait sur I'utilisation d'un tres grand nombre de sites potentiels de relache qui,
individuellement, ont une faible fiabilité. Une hypothese intéressante est que ceci
permettrait a la terminaison d’accommoder des fréquences élevées de relache en
recrutant de nouveaux sites au lieu de dépendre de la réutilisation de ceux déja utilisés

(Slater, 2015).
1.2.1.3.4  Regroupements vésiculaires

D’un point de vue fonctionnel, les vésicules synaptiques d’une terminaison
peuvent se retrouver a plusieurs stades du cycle vésiculaire (Figure 1.7). Selon le stade
auquel elles sont associées, elles se retrouveront dans des compartiments distincts. Les
deux compartiments principaux sont le regroupement a libération facilitée (readily
releasable pool; RLF), qui comprend les vésicules qui seront libérées de maniere
préférentielle lors d’une entrée calcique, et le regroupement de réserve (reserve pool; RR),
qui servirait a renflouer le RLF lorsque celui-ci est completement déplété suite a une
libération soutenue (Alabi et Tsien, 2012; Gan et Watanabe, 2018; Richards, Guatimosim
et Betz, 2000). Plusieurs données suggerent que I'actine filamenteuse jouerait un role clé

dans la translocation de vésicule du RR vers le RLE en plus de permettre la ségrégation
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Figure 1.7. Cycle vésiculaire et intermédiaires endocytiques.

Les vésicules synaptiques (SVs) sont principalement associées a deux regroupements
vésiculaires, soit le regroupement a libération facilitée (readily releasable pool; RRP), qui est
en association préférentielle avec les zones actives (AZ), et le regroupement de réserve
(reserve pool; RR). Plusieurs mécanismes distincts permettent la recapture des vésicules
synaptiques suite a leur fusion avec la membrane (*). Les cisternea (C/El), un type
d’intermédiaire endocytique, sont des organelles qui permettent la reformation des
vésicules synaptiques a partir de compartiments issus de 'endocytose de masse (bulk
endocytosis; BE). L’endocytose peut aussi mener a la formation d’endosomes impliqués dans
le recyclage et la dégradation de composantes cellulaires. Des endosomes précoces (early
endosomes; EE) sont d’abord formés et donnent naissance a des endosomes tardifs (late
endosomes; LE). Le bourgeonnement interne de la membrane des endosomes tardifs produit
des corps multi-vésiculaires (multivesicular bodies; MVB), caractérisés par leurs inclusions
vésiculaires. La figure a été modifiée de Saheki et De Camilli (2012). Droits de modification
et de reproduction obtenus de Cold Spring Harbor Laboratory Press.

de ces deux regroupements (Doussau et Augustine, 2000). L’hypothese courante, en
termes de morphologie présynaptique, stipule que les vésicules du RLF sont associées
de maniere étroite aux zones actives, et correspondraient done aux vésicules amorcées,

alors que les vésicules du RR sont structurées en agglomérations dispersées a I'intérieur



de la terminaison (Figure 1.5 et Figure 1.7) (Rizzoli et Betz, 2004; Saheki et De Camilli,
2012; Slater, 2015). Chez la souris, cette hypothese a re¢u un appui de taille lorsque Ruiz
et al. (2011) ont montré que la taille du RLF aux JNM du muscle levator auris longus était
pratiquement identique au nombre de vésicules amorcées. En effet, ils ont d’abord établi
la taille du RLF a 1730 en mesurant la cinétique de la diminution de la taille des réponses
suite a une stimulation haute fréquence (SHF). Ensuite, ils ont établi le nombre de
vésicules amorcées a 1700 en assumant que chacune des 850 zones actives observées par

immunohistochimie abritait 2 vésicules amorcées.

Par contre, Rizzoli et Betz (2004) ont montré, en utilisant la photoconversion d'un
marqueur fluorescent vésiculaire internalisé et imagé par microscopie électronique, qu’a
la JNM de grenouille les vésicules synaptiques associées a la définition fonctionnelle du
RLF, suite a leur recapture, se retrouvaient dispersées de maniere aléatoire au pourtour
de l'agglomération de vésicules habituellement associée au RR. Puisque ces vésicules
sont de nouveau recrutées au sein du RLF suite a leur libération (Richards et al., 2000;
Richards, Guatimosim, Rizzoli et Betz, 2003), Rizzoli et Betz (2004) concluent que les
vésicules de ce regroupement possedent des marqueurs moléculaires particuliers et/ou
sont associées a des éléments du cytosquelette de maniere préférentielle, comme 'actine.
Ceci leur permettrait de conserver leur place au sein du RLF, méme si d'un point de vue
morphologique elles ne semblent pas étre associées aux zones actives. Ces données
suggerent que, chez différentes especes, le pendant morphologique du RLF n’est pas

toujours le méme (Ruiz et al., 201m).

1.2.1.3.5  Endocytose

Le cycle vésiculaire comporte un autre pan important, soit 'endocytose, qui
regroupe les mécanismes permettant la recapture et la gestion des vésicules synaptiques
suite a leur fusion avec la membrane (Saheki et De Camilli, 2012). Les trois mécanismes
principaux de I'endocytose (Figure 1.7) sont le kiss-and-run, ot la vésicule ne fusionne pas
completement avec la membrane avant d’étre recyclée (Aravanis, Pyle et Tsien, 2003;
Ceccarelli, Hurlbut et Mauro, 1973; Fesce, Grohovaz, Valtorta et Meldolesi, 1994),
Iendocytose médiée par la clathrine, ou les vésicules sont directement reformées a partir

de la membrane cellulaire (Heuser et Reese, 1973; Shupliakov et al., 1997) et 'endocytose
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de masse, ou une large section de membrane est internalisée (Meunier et al., 2010; Miller

et Heuser, 1984).

A la JNM de grenouille, I'endocytose comprend un élément rapide, soit de
quelques millisecondes et associée a 'endocytose médiée par la clathrine ou le kiss-and-
run, et un élément plus lent, soit de quelques minutes et associé a I'endocytose de masse.
Les vésicules récupérées par I'élément rapide de 'endocytose sont réintégrées au sein du
RLF, comme nous venons de le voir, alors que celles récupérées par I'élément plus lent
sont intégrées au sein du RR. La présence du mécanisme kiss-and-run demeure toutefois

controversée (Gan et Watanabe, 2018).

Les différentes voies de I'endocytose menent a la formation d’organelles
constituées en tout ou en partie de vésicules recapturées. Un exemple intéressant est celui
des cisternae, des intermédiaires endocytiques qui sont responsables de la reformation
des vésicules a partir de compartiments issus de 'endocytose de masse (Figure 1.6 et
Figure 1.7) (Mochida, 2015; Rheuben et al., 2004; Saheki et De Camilli, 2012). Cet
événement de masse peut aussi mener a la formation de corps multivésiculaires, des
organelles issues du processus de maturation endocytique. Ces compartiments sont
reconnaissables a leurs inclusions vésiculaires, formées par le bourgeonnement interne
de leur membrane. Ils sont responsables du triage de leurs composantes qui peuvent étre
dégradées via des lysosomes, recyclées de maniere locale ou destinées au transport
rétrograde vers le corps cellulaire (Figure 1.5 et Figure 1.7) (Futter, Pearse, Hewlett et
Hopkins, 1996; Mochida, 2015; Rheuben et al., 2004; Saheki et De Camilli, 2012). Ces
différents compartiments endocytiques se retrouvent généralement plus pres du centre
des boutons synaptiques et dans la partie du cytoplasme opposée a la membrane

cismusculaire (Andersson-Cedergren, 1959; Rheuben et al., 2004).

1.2.1.3.6 Modulation de la libération de neurotransmetteurs

L’amplitude de la libération de NT a la JNM peut étre modulée par différents
facteurs. D’abord, a la suite d’'un premier PA, du Ca” résiduel saccumule au sein du
microdomaine des zones actives (Katz et Miledi, 1965a, 1968; Magleby et Zengel, 1982). Si
un deuxieme potentiel d’action suit le premier avant que ce Ca” ne diffuse ou ne soit

tamponné, moins de ~50 ms a la JNM de souris (Kopp, Perkel et Balice-Gordon, 2000),
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une facilitation de la libération sera observée sous la forme d’une augmentation de

Pamplitude de la réponse observée.

Un autre facteur important est 'adénosine. Lors d'un événement de libération de
NTs, PATP contenue dans les vésicules synaptiques (Searl et Silinsky, 2006), ou relachée
par les CSP suite a leur activation (Todd et al., 2010), peut étre catabolisée en adénosine.
A la JNM de grenouille (Redman et Silinsky, 1994; Robitaille, Thomas et Charlton, 1999;
Silinsky, 1980; Silinsky et Solsona, 1992) et de souris (Ginsborg et Hirst, 1972; Silinsky,
2004; Todd et al., 2010), ce mécanisme est responsable d’une dépression de lactivité
synaptique dépendante des récepteurs présynaptiques a adénosine A; (rA;). Chez la
souris, l'activation des rA; entraine une diminution de I'entrée calcique dans la
terminaison présynaptique (Silinsky, 2004), alors que chez la grenouille 'entrée calcique
est inchangée (Redman et Silinsky, 1994; Robitaille et al., 19gg; Silinsky et Solsona, 1992)
et la cible du mécanisme semble étre en aval des cCay (Searl et Silinsky, 2006). Chez la
souris, le patron de stimulation déterminera I'issue de la plasticité adénosine-dépendante.
En effet, une SHF continue produit une potentiation de I'activité qui est dépendante des
récepleurs a adénosine A,y (rA.,), alors qu'une SHF en rafales produit une dépression
dépendante des rA; (Todd et al., 2010). Les terminaisons présynaptiques a la JNM
possedent aussi des autorécepteurs muscariniques a I'acétylcholine qui participent a la

modulation de la transmission synaptique.

Finalement, 'activité synaptique d’une terminaison peut étre modulée par la
régulation du Ca” intracellulaire des mitochondries (David et Barrett, 2000; Friedman et
Nunnari, 2014; Nicholls, 2002; Tang et Zucker, 1997). A la JNM, les mitochondries

9 9 s ’ s 1YL ’
permettent de limiter 'amplitude des augmentations de Ca” suite a une SHI (David et
Barrett, 2000) et le blocage de ce mécanisme inhibe 'apparition d’une forme de
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potentiation de la transmission synaptique (Delaney, Zucker et Tank, 1989; Tang et

Zucker, 1997).



Figure 1.8. Ultrastructure de 'organisation synaptique a la JNM.

Image en microscopie électronique a transmission d’une JNM de rat. Le cytoplasme
présynaptique (en vert) est séparé des replis post-jonctionnels (en rose) par la fente
synaptique. Cette derniere a une largeur d’environ 4o-6o nm qui est extrémement constante
dans son ensemble (lignes). Les zones actives (fleches) font face aux invaginations des replis
post-jonctionnels. Notez la présence de la lame basale dans la fente synaptique qui peut
étre visualisée sous forme de maticre dense aux électrons. Echelle = 1 um. La figure a été
modifiée de Rheuben et al. (2004). Droits de modification et de reproduction obtenus de
Lisevier.

1.2.2 Fente synaptique

La fente synaptique de la JNM de souris est une structure d’environ 40-60 nm de
largeur qui permet la séparation des membranes pré- et postsynaptiques (Figure 1.8)
(Andersson-Cedergren, 1959; Rheuben et al., 2004). Elle contient une matrice
extracellulaire qui, en raison de son role d’échafaudage structurel entre les éléments pré
et postsynaptiques, joue le role de lame basale. Comme la lame basale de la plupart des
cellules du corps, elle contient du collagene de type IV, des laminines, la protéine
Entactine et du sulfate d’héparane (Sanes et Lichtman, 19gg). Par contre, la lame basale
synaptique de la JNM contient aussi des molécules qui ne se retrouvent pas dans la lame
basale extrasynaptique. Des exemples notoires sont I'acétylcholinestérase (Krejei et al.,

1997), la laminine B2 (Hunter, Shah, Merlie et Sanes, 198¢9) ainsi que deux molécules de
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signalisation, soit 'agrine (McMahan, 19go) et la neuréguline (Goodearl, Yee, Sandrock,
Corfas et Fischbach, 1995). L’acétylcholinestérase est une enzyme qui permet la
régulation spatiale et temporelle de 'effet de 'acétylcholine par sa dégradation en acétyl
+ choline (Li, Camp, Rachinsky, Getman et Taylor, 1gg1). Vu leur implication primordiale
dans la formation des JNM, la laminine B2, I'agrine et la neuréguline seront présentées

dans la section 1.3 Développement de la jonction neuromusculaire.

1.2.3 Elément postsynaptique

La composante fondamentale de I’élément postsynaptique de la JNM est le réseau
de replis post-jonctionnels de la membrane de la fibre musculaire. Sa fonction principale
est d’effectuer la transduction du signal chimique provenant du MN en un potentiel
d’action qui se propagera dans la fibre et entrainera une relache massive de Ca™ qui
provoquera sa contraction. Ce processus est connu sous le nom de couplage excitation-

contraction (Sandow, 1952).

Les replis post-jonctionnels contiennent deux compartiments principaux, les
crétes et les invaginations (Slater, 2015). Les crétes, qui font face a I'élément
présynaptique, sont riches en récepteurs ionotropes nicotiniques a l'acétylcholine
(rnACh) (Salpeter, 1987). Aux JNM de souris adultes, des expériences de perte de
fonction, soit par ARN interférent ou par inactivation conditionnelle du gene, ont montré
que la kinase spécifique au muscle (MuSK) est essentielle au maintien de ces
agglomérations de rnACh (Hesser, Henschel et Witzemann, 2006; Kong, Barzaghi et
Ruegg, 2004). Les invaginations, quant a elles, sont riches en c¢Nay (Flucher et Daniels,
1989; Haimovich, Bonilla, Casadei et Barchi, 1984) de type 1.4 (de Lera Ruiz et Kraus, 2015).
Lorsque I'acétylcholine se lie a un rnACh, 'ouverture du canal permet au Na' et au Ca™
de suivre leur gradient électrochimique et de pénétrer dans le cytoplasme postsynaptique
(Fucile, 2004). Cela a pour effet de produire un PPM qui mene a 'ouverture des cNay. La
grande densité de ces canaux au sein des invaginations, qui offrent par ailleurs une
grande superficie pour leur accumulation, permet une amplification extrémement
efficace du PPM et la génération d’un potentiel d’action (Martin, 1994; Slater, 2008;

Vautrin et Mambrini, 1989; Wood et Slater, 1997).
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Le potentiel d’action produit au niveau des replis post-jonctionnels se propagera
sur la longueur et I'épaisseur entiere des fibres musculaires en utilisant un réseau
d’invaginations nommeées tubules transverses, ou tubules T, qui transpercent la fibre de
part en part a intervalles rapprochés (Calderon, Bolanos et Caputo, 2014). Les tubules T
sont apposés au réticulum sarcoplasmique musculaire par des structures nommeées
couplons (Franzini-Armstrong, 2018). La membrane des tubules T contient des cCay de
type L, aussi nommées récepteurs a la dihydropyridine, au niveau des couplons.
L’ouverture de des récepteurs lors d'un potentiel d’action entrainera a son tour
louverture des canaux a ryanodine, présent dans la membrane du réticulum
sarcoplasmique, par un mécanisme qui serait dépendant d’une interaction physique
entre les deux types de canaux et indépendant de la fonction ionotrope des récepteurs a
la dihydropyridine (Franzini-Armstrong, 2018). Dans les muscles squelettiques de
mammiferes, les canaux a ryanodine de type 1 sont responsables de la relache massive de
Ca” du réticulum sarcoplasmique vers le cytoplasme (Meissner, 2017) qui provoquera le
rapprochement des filaments fins d’actine aux filaments épais de myosine (Calderon et
al., 2014). Le glissement de ces filaments provoquera le raccourcissement des sarcomeres,

unités contractiles des fibres musculaires, qui engendrera la contraction de ces dernieres.

1.2.4 Elément glial : les cellules de Schwann périsynaptiques

Les CSP sont des cellules gliales non myélinisantes de la JNM qui recouvrent les
terminaisons présynaptiques (Figure 1.2) (Andersson-Cedergren, 1959; Georgiou et
Charlton, 1999). A chaque JNM de grenouille ou de rongeur, on retrouve habituellement
~3-5 CSP et ce nombre est corrélé positivement avec la taille de la JNM (Ko et Robitaille,
201); Love et Thompson, 1998; Lubischer et Bebinger, 1999). Les CSP sont recouvertes
d’'une lame basale (Saito et Zacks, 1969) contenant des molécules de matrice
extracellulaire qui leur sont propres (Astrow, Tyner, Nguyen et Ko, 1997; Ko, 1987; Patton,
Miner, Chiu et Sanes, 1997). A la JNM adulte, les CSP participent & plusieurs fonctions
importantes dont le maintien de I'intégrité de la structure et de la fonction synaptique
(Reddy, Koirala, Sugiura, Herrera et Ko, 2003), la régulation de la transmission
synaptique (Castonguay et Robitaille, 2001; Robitaille, 1998; Todd et al., 2010) et la

réinnervation suivant une lésion (Son, Trachtenberg et Thompson, 1996).
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Ces différentes fonctions dépendent de la capacité des CSP a détecter la relache
de neurotransmetteurs, habituellement par des rCPG muscariniques (Georgiou,
Robitaille et Charlton, 199g; Jahromi et al., 1gg2; Reist et Smith, 19g2; Robitaille, Jahromi
et Charlton, 1997; Rochon et al., 2001) ou purinergiques (Robitaille, 1995; Rochon et al.,
2001; Todd et al., 2010). L’excitabilité des CSP en réponse a I'activation de ces récepteurs
est médiée principalement par des mécanismes qui dépendent du Ca” (Auld et
Robitaille, 2003), qui est relaché des réserves internes (Castonguay et Robitaille, 2001;
Jahromi et al., 19g2). Il est intéressant de noter que les CSP adaptent leurs propriétés de
détection selon le type d’unité motrice a laquelle elles sont rattachées (Rousse, St-Amour,
Darabid et Robitaille, 2010) et que ces propriétés peuvent étre modulées a la JNM de
souris par des facteurs neurotrophiques (Todd, Auld et Robitaille, 2007) ou a la JNM de
grenouille par le peptide substance P (Bourque et Robitaille, 19g8) et I'activité synaptique

(Bélair, Vallée et Robitaille, 2010).

La découverte de ces influences bidirectionnelles entre I'activité synaptique et les
CSP a participé a la naissance du concept de synapse tripartite, ou les cellules gliales
synaptiques sont élevées du rang d’élément passif a celui de partenaire indispensable
(Araque et al., 2014; Araque, Parpura, Sanzgiri et Haydon, 1999; Auld et Robitaille, 2003;

Volterra, Magistretti et Havdon, 2002).
’ te] ) 5

1.2.4.1 Fonctions gliales a la jonction neuromusculaire

Limportance des CSP dans le maintien de I'intégrité de la structure et de la
fonction synaptique a été démontrée par Reddy et al. (2003) a la JNM de grenouille. En
utilisant un anticorps spécifique a un antigene des CSP, ils ont pu étudier les effets de
leur élimination par la voie du complément. Une semaine apres le traitement, la fonction
présynaptique était réduite de moitié et les rétractions de I'élément présynaptique étaient

dix fois plus fréquentes.

Robitaille (1998) a montré pour la premiere fois, a la JNM de grenouille, que les
CSP participent a la régulation de la transmission synaptique. En effet, I'injection dans
les CSP d’une molécule qui active les protéines G a permis de diminuer la taille des PPM
et ainsi d’occlure la dépression induite par une SHF. De plus, I'injection d’une molécule

qui bloque les protéines G a permis de largement éliminer cette dépression. D’autres

28



travaux ont depuis obtenu des résultats comparables a la JNM de grenouille (Castonguay
et Robitaille, 2001) et de souris (Todd et al., 2010). Cette derniere étude, présentée dans
une section précédente, est particulierement intéressante du fait qu’elle a permis de
démontrer que la modulation par les CSP de l'activité synaptique dépendait de leur
patron d’activation. En effet, une stimulation continuelle entrainait une potentiation de
la transmission alors qu'une stimulation en rafale entrainait une dépression. Ainsi, les
CSP sont non seulement capables de décoder activité synaptique, mais aussi de

répondre d'une maniere adaptée au contexte synaptique.

Les CSP jouent aussi un role important dans le processus de réinnervation suivant
une lésion partielle ou complete du nerf. En créant des ponts entre les JINM dénervées et
celles toujours innervées, elles permettent de guider les bourgeonnements des

o . . - - . o
terminaisons présynaptiques (Son et Thompson, 1995a, 1995b), une fonction qui dépend
de leur capacité a détecter I'activité synaptique (Tam et Gordon, 2003). De plus, il a été
suggéré que certains ¢léments de la matrice extracellulaire spécifiquement associée aux
PSCs participeraient au guidage de ces bourgeonnements (Chen et Ko, 1994; Ko et Chen,

1996).

N
-

Finalement, Arbour et al. (2015) ont montré que les proprié¢tés des CSP reli¢es a
leur capacité de détection de la neurotransmission sont altérées dans un modele murin
de la sclérose latérale amyotrophique. Ces altérations pourraient inhiber la capacité des
CSP a promouvoir la réparation de JNM dégénérescentes (Arbour et al., 2015) et participer
a accentuer des changements, associés a une plus grande vulnérabilité, dans les
propriétés synaptiques des MN (Tremblay et al., 2017). Ces résultats mettent en lumiere
I'importance du maintien de I'intégrité de la fonction des CSP (Arbour, Vande Velde et

Robitaille, 2017).
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1.3 Développement de la jonction neuromusculaire

Dans la section précédente, nous avons décrit en détail la structure et la fonction
des différents éléments constitutifs d’'une JNM mature. Auparavant, nous avions exploré
le développement du systeme nerveux en général et des MN en particulier. Au moment
ou nous nous sommes arrétés, les projections axonales de ces cellules pénétraient dans
leur muscle cible et s’apprétaient a former des JNM. Dans la présente section, nous
survolerons I'état actuel de nos connaissances concernant les processus permettant la

formation et la maturation de ces JNM.

Chez la souris, les contacts initiaux entre les MN et les fibres musculaires se
forment dans les derniers jours du stade embryonnaire de développement (Darabid et
al., 2014; Lin et al., 2001; Sanes et Lichtman, 19gg; Tapia et al., 2012) et le nombre de fibres
mnervées par chaque MN est maximal au moment de la naissance (Tapia et al., 2012). En
effet, en fonction du muscle observé, la taille moyenne d’une unité motrice peut y
atteindre entre 60 a 80% du nombre total de fibres. Puisque chaque muscle contient des
dizaines d’unités motrices (Major, Hegedus, Weber, Gordon et Jones, 2007), cette grande
divergence dans le motif d’innervation de chacune d’elles implique une énorme
convergence au niveau de chaque JNM (Tapia et al., 2012). De fait, au moment de la
naissance, chaque JNM est innervée par une dizaine de terminaisons provenant d’unités
motrices distinctes. Au cours des deux premieres semaines postnatales, un processus de
compétition entrainera I'élimination systématique de toutes ces terminaisons a
I'exception d’une seule, qui sera stabilisée el maintenue (Brown, Jansen et Van Essen,
1976; Darabid et al., 2014; Purves et Lichtman, 1980; Redfern, 1g70; Sanes et Lichtman,
1999; Wyatt et Balice-Gordon, 2003). Ainsi, la maturation de la JNM est dépendante de
mécanismes qui permettent I'établissement d’une organisation synaptique complexe
entre ses différents ¢léments et, en parallele, 'élimination des terminaisons superflues

(Darabid et al., 2014).

Dans les prochaines sous-sections, nous présenterons d’abord les mécanismes
moléculaires impliqués dans la formation et la maturation des différents éléments de la
JNM. Ensuite, nous présenterons le processus de compétition et d’élimination

synaptique par lequel est établie la monoinnervation des fibres musculaires mature.



1.3.1 Formation et maturation neuromusculaire

Comme nous I'avons vu précédemment, les MN innervent un seul muscle. Ainsi,
leur projection axonale ne forme que tres rarement des embranchements avant
d’atteindre le muscle cible (Sanes et Lichtman, 19gg). Par contre, au niveau du muscle
cible, chaque projection axonale formera des embranchements sur plusieurs niveaux
successifs (Tapia et al., 2012) et chacun de ces embranchements formera son propre cone
de croissance qui pourra innerver une cible différente (Sanes et Lichtman, 199g). Ces
cones de croissance développent la capacité de relacher des neurotransmetteurs avant
méme de faire un contact initial avec une fibre musculaire (Hume, Role et Fischbach,
1983; Young et Poo, 1983), bien qu’ils ne contiennent que peu de vésicules synaptiques
et qu'aucune zone active ne soit reconnaissable au niveau ultrastructural (Linden, Jerian
et Letinsky, 1988). Au moment du contact initial, les terminaisons perdent les structures
typiquement associées aux cones de croissance, soit les lamellipodes et les filipodes, et
adoptent une forme bulbeuse. Les étapes subséquentes de maturation auront pour
objectif de favoriser la croissance des terminaisons présynaptiques et la polarisation de
leurs compartiments, de mettre en place les zones actives et d’y regrouper les vésicules

synaptiques (Kelly et Zacks, 1969; Ko, 1985; Lupa et Hall, 1989; Sanes et Lichtman, 199g).

Du coté postsynaptique, des regroupements de rnACh sont présents avant
larrivée de 'axone moteur (Lin et al., 2001; Yang, Arber, et al., 2001; Yang, Li, Prescott,
Burden et Wang, 2000). La protéine transmembranaire postsynaptique LRP4 (Kim et al.,
2008; Zhang et al., 2008) et les facteurs WNTs (Jing, Lefebvre, Gordon et Granato, 2009;
Wu, Xiong et Mei, 2010) joueraient un role dans I'émergence et 'organisation de ces
regroupements. Des études chez le poisson-zebre (Flanagan-Steet, Fox, Meyer et Sanes,
2005; Panzer, Song et Balice-Gordon, 2000) et la souris (Kim et Burden, 2008; Vock,
Ponomareva et Rimer, 2008) suggerent que ces regroupements participent a définir
I’endroit ou la JNM sera formée sur la fibre musculaire. Une fois le contact initial effectué,
la maturation de I'élément postsynaptique vise essentiellement a augmenter le nombre,
la stabilité et la densité des rnACh et a favoriser leur concentration aux crétes des replis
post-jonctionnels qui seront, eux-mémes, alignés précisément aux zones actives

présynaptiques (Darabid et al., 2014; Salpeter, 1987).
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Le processus de maturation des différents éléments de la JNM et leur
synchronisation repose sur plusieurs voies de signalisation moléculaires antérogrades et
rétrogrades. L'une des premieres molécules importantes, et 'une des plus étudiées, est
le protéoglycan agrine (Darabid et al., 2014). L’agrine, relaché principalement par les
terminaisons présynaptiques (Bowen, Sugiyama, Ferns et Hall, 1996; Ferns, Campanelli,
Hoch, Scheller et Hall, 1993) et les CSP (Yang, Cao, Koirala, Reddy et Ko, 2001), interagit
avec LRP4 (Weatherbee, Anderson et Niswander, 2006; Zhang et al., 2008). Ce complexe
permettra 'autophosphorylation et 'activation de MuSK (agrine + LRP4 — MuSK ©O)
(DeChiara et al., 1996; Kim et Burden, 2008; Kim et al., 2008), une autre protéine
transmembranaire postsynaptique (Valenzuela et al., 1995). L’activation de MuSK est un
évenement important pour la maturation postsynaptique. D’abord, elle permet
I’accumulation membranaire de la protéine rapsyn, impliquée dans I'agrégation des
rnACh et de plusieurs molécules qui leur sont associées (Gautam et al., 1995; Sanes et
Lichtman, 2001). Ensuite, I'activation de MuSK permet 'accumulation des récepteurs a
la Neuréguline de la famille ERBB (Burden, Yumoto et Zhang, 2013). L’activation de ces
récepteurs promeut la synthese de rnACh et de protéines associées (Ngo, Cole, Sunn,
Phillips et Noakes, 2012; Rimer, Cohen, Lomo, Burden et McMahan, 1998; Sandrock et
al., 1997). Par contre, certaines études suggerent que 'activation des récepteurs ERBB
présents sur les CSP, impliquées dans la survie et la maturation de ces dernieres (Garratt,
Britsch et Birchmeier, 2000; Riethmacher et al., 1997), pourraient étre responsables de

cette synthese protéique postsynaptique (Escher et al., 2005; Sanes et Lichtman, 2001).

La cascade d’évenements présentée dans le paragraphe précédent, ayant pour
point de départ I'agrine, joue un role important dans 'organisation de la plaque de
récepteurs postsynaptiques. De maniere intéressante, I'accumulation d’agrine est
maintenue a 'intérieur du compartiment synaptique par des métalloprotéases qui sont
enrichies a son pourtour, pres des prolongements des CSP (VanSaun, Herrera et Werle,
2003; VanSaun et Werle, 2000; Werle et VanSaun, 2003). Il a été proposé que les CSP
pourraient étre responsables de la relache de ces molécules, ce qui leur conférerait un
role important dans le maintien de 'organisation synaptique en limitant I'étendue de la
plaque de rnACh (Darabid et al., 2014). De plus, la relache de TGEFB par les CSP

participerait a la régulation de 'expression de I'agrine (Feng et Ko, 2008).



Du coté présynaptique, 'un des premiers signes de maturation est I'accumulation
de vésicules synaptiques dans la terminaison. Cette accumulation dépendrait du
collagene de type IV présent dans la matrice extracellulaire synaptique et de la relache
de FGF par la fibre musculaire (Fox et al., 2007). Ensuite, les zones actives sont mises en
place et les vésicules synaptiques sont regroupées pres de celles-ci. La protéine LRP4
jouerait un role essentiel dans ces deux fonctions, mais il demeure incertain si
I'interaction entre LRP4 et MuSK y est nécessaire (Burden et al., 2013; Huijbers et al.,
2013; Yumoto, Kim et Burden, 2012). Ces fonctions seraient aussi dépendantes de la
relache de la glycoprotéine laminine B2 par la fibre musculaire (Fox et al., 2007; Knight,
Tolley, Kim, Lavidis et Noakes, 2003; Noakes, Gautam, Mudd, Sanes et Merlie, 1995). De
plus, la laminine B2 se lie aux cCay présynaptiques et permet leur concentration aux zones
actives (Nishimune et al., 2004), un mécanisme essentiel pour assurer I'intégrité de ces
dernieres (Noakes et al., 1995), entre autres, par la régulation de la localisation de

protéines de la matrice cellulaire des zones actives comme Bassoon (Chen et al., 2011).

La laminine B2 est aussi importante pour prévenir Iinfiltration de la fente
synaptique par les prolongements des CSP (Knight et al., 2003; Noakes et al., 1995; Patton,
Chiu et Sanes, 1998). De plus, par son interaction avec les récepteurs a intégrines
postsynaptiques, elle participe a I'agrégation des rnACh (Nishimune et al., 2008; Singhal
et Martin, 2011). D’autres laminines, en particulier celles contenant les chaines a4/ad, se
lient a des dystroglycans et favorisent ainsi la stabilisation des rnACh et le recrutement
d’acétylcholinestérase pres de ces récepteurs (Arikawa-Hirasawa, Rossi, Rotundo et
Yamada, 2002; Cote, Moukhles, Lindenbaum et Carbonetto, 1999; Jacobson, Cote, Rossi,
Rotundo et Carbonetto, 2001; Nishimune et al., 2008). Finalement, une étape importante
de la maturation de la JNM est I'alignement des zones actives présynaptiques aux replis
postjonctionnels. Les laminines a4/ad seraient essentiels afin que ce processus se déroule

adéquatement (Singhal et Martin, 2011).

Ensemble, ces données montrent la diversité des mécanismes impliqués dans la
régulation de la maturation de la JNM et 'importance des éléments gliale, pré- et

postsynaptique.
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1.3.2 Compétition et élimination synaptique

En parallele aux processus favorisant la maturation des différents éléments synaptiques
a la JNM, d’autres mécanismes sont mis en place pour assurer I'élimination des
terminaisons redondantes. Au niveau du muscle, I’élimination aux différentes JNM se
déroule de maniere asynchrone. En effet, certaines d’entre elles seront déja mono-
mnervées a la fin de la premiere semaine postnatale, alors que d’autres resteront
polyinnervées jusqu’a la fin de la deuxieme (Darabid, St-Pierre-See et Robitaille, 2018;

Redfern, 1970; Rosenthal et Taraskevich, 1977).

L’aspect compétitif du phénomene d’élimination a rapidement été reconnu
(Brown et al., 1976), principalement en raison du fait qu’il mene invariablement a
I'innervation d’une fibre musculaire par une seule unité motrice, qu’il nécessite que les
terminaisons soient relativement proches les unes des autres (< ~ 1 mm) et que le sort
d’une terminaison dépend de la présence ou de 'absence d’au moins une compétitrice
(Colman et Lichtman, 1993). Aujourd’hui, I’hypothese majoritairement acceptée est que
Pactivité synaptique relative des terminaisons est la source principale des signaux de
discrimination permettant de déterminer I'issu de I'élimination. Par contre, le terme
« activité synaptique » reste assez général et comprend plusieurs phénomenes différents

qui seront mis en relation au cours de cette section.

1.3.2.1 Dynamiques de la compétition et contexte historique

Chaque terminaison a une JNM est constituée de plusieurs bourgeons distincts
qui, ensemble, forment un cartel (Balice-Gordon, Chua, Nelson et Lichtman, 1993).
Initialement, les bourgeons de chaque terminaison sont entremélés et distribués de
manicre aléatoire sur 'ensemble de la plaque motrice (Tapia et al., 2012). A mesure que
la compétition progresse et que des terminaisons sont ¢liminées, celles restantes sont

graduellement ségrégées a des régions distinctes de la plaque (Gan et Lichtman, 1993;

Walsh et Lichtman, 2003).

Les premiers projets de recherches visant a étudier la dynamique des
changements de territoire ont observé que la rétraction d'un bourgeon était précédée par

la régulation négative de la densité de rnACh lui étant associé (Balice-Gordon et



Lichtman, 1990, 1993). Qui plus est, ils observerent que des rnACh inactifs pouvaient
étre déstabilisés par des récepteurs actifs a proximité, ce qui menait a la rétraction du

bourgeon surplombant (Balice-Gordon et Lichtman, 1994).

Celte série de résultats étail un premier soutien direct a la théorie mise de 'avant
Ao . o 1A 0 z . , . e .
pres de 20 ans plus tot par Gunther Stent (1973) décrivant un mécanisme physiologique
selon lequel le postulat de Hebb (1949) pourrait étre mis en application. Le postulat de
Hebb stipule que si I'axone d’une cellule A participe de maniere répétée et persistante a
induire un potentiel d’action dans une cellule B, une forme de croissance ou de
. : ;

changement métabolique, dans une ou les deux cellules, fera en sorte d’augmenter

Pefficacité de la cellule A a induire des potentiels d’action dans la cellule B.

Inspiré par les résultats de Hubel et Wiesel (1965) concernant les colonnes de
dominance oculaire et la plasticité des connexions synaptiques dans le cortex visuel
primaire de chat, Stent (1973) proposa une version complémentaire au postulat de Hebb.
Selon celle-ci, si 'axone d’une cellule A échoue de maniere répétée et persistante a
exciter une cellule B, alors que celle-ci produit des potentiels d’action sous I'influence
d’autres terminaisons présynaptiques, des changements métaboliques, dans une ou les
deux cellules, feront en sorte de diminuer l'efficacité de la cellule A a induire des

potentiels d’action dans la cellule B.

Au moment de formuler cette nouvelle version du postulat, Stent avait une
hypothese concernant le mécanisme physiologique impliqué. Lorsquun potentiel
d’action est induit dans la cellule B, celui-ci produit une dépolarisation d’amplitude
uniforme au niveau de la membrane cellulaire se rapprochant du potentiel d’équilibre
du Na', soit environ +60 mV. Par contre, la dépolarisation des régions de membrane
apposées aux récepteurs postsynaptiques ayant participé a induire le potentiel d’action
aura une amplitude significativement moindre, puisqu’elle n’atteindra que le potentiel
d’équilibre des récepteurs associés, soil environ -15mV pour les rnACh qui sont
perméables au Na' etau K' (Del Castillo et Katz, 1954a; Takeuchi et Takeuchi, 1960). Ainsi,
selon Stent, la dépolarisation complete de la membrane aurait un effet déstabilisateur sur

les récepteurs, alors que la dépolarisation partielle aurait un effet protecteur.



Par contre, malgré le fait que les travaux de Balice-Gordon et Lichtman (1ggo,
1993, 1994) aient été produits il y a plus de 25 ans, le role joué par la dépolarisation
postsynaptique dans la transmission du signal de déstabilisation des rnACh n’a jamais
été démontré. En effet, il semble que la réalité soit plus complexe et que ce soit en fait
une combinaison (Culican, Nelson et Lichtman, 1998; Jennings, 1994; Sanes et Lichtman,
1999) de facteurs trophiques (postulat de Hebb; Snider et Lichtman, 1996) et toxiques
(postulat de Stent; Glazner et al., 1997; Tyc et Vrbova, 1995) qui agit comme vecteurs de
transmission des signaux compétitifs. Par exemple, Gan et Lichtman (1998) ont montré
que les bourgeons d'une terminaison semblaient régulés de maniere indépendante
puisque certains se rétractaient alors que d’autres restaient stables, un résultat qui n’est
pas cohérent avec lidée que la dépolarisation postsynaptique soit le vecteur de

transmission d’un signal de déstabilisation direct.
g

De plus, bien que plusieurs pistes soutiennent que la densité de rnACh soit
régulée lors du processus de compétition (Colman et al., 1997: Kopp et al., 2000),
I'importance relative de ce facteur dans la détermination de son issu n’est plus aussi
évidente. Effectivement, Walsh et Lichtman (2003) ont démontré que la rétraction des
bourgeons se produisait habituellement sans perte de rnACh significative, puisqu’un
bourgeon voisin venait rapidement prendre sa place et faire contact avec les récepteurs
vacants. Ces résultats surprenants ont permis de mettre en lumiere le dynamisme
intrinseque des bourgeons ainsi que le manque de résolution disponible dans les études
antérieures. Les auteurs comprirent rapidement que ['utilisation du méme marqueur
fluorescent pour identifier toutes les terminaisons a une méme JNM avait empéché
lobservation des changements de territoire. Ainsi, seules les rétractions sans prise de
territoire subséquentes avaient été observées par Balice-Gordon e al., menant a une

surestimation de 'importance de la régulation de la densité de rnACh.
I 8

Ces données mettent en lumiere la complexité des mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans les processus de compétition et d’élimination synaptique.
Ainsi, la catégorisation et la mise en relation des observations sont essentielles afin
d’espérer comprendre la nature de ces différents mécanismes, qui sont chacun constitués

de la maniere générale suivante :



1) une source de signal

2) un vecteur de transmission du signal

3) une cible effectrice du signal

4) un effet net sur la structure ou la fonction d’une terminaison

Par exemple, selon la théorie de Stent (1) la source du signal serait I'asynchronie
de lactivité pré- et postsynaptique (2) le vecteur de transmission serait la dépolarisation
postsynaptique (3) la cible serait la déstabilisation des rnACh qui aurait pour (4) effet
d’induire la rétraction du bourgeon présynaptique. Dans les prochaines sections, nous
explorerons le role de 'activité des terminaisons dans la compétition synaptique et les

avantages de penser dans ces termes deviendront rapidement évidents.

1.3.2.2 Parametres de Pactivité synaptique

Comme nous l'avons mentionné auparavant, l'activité synaptique relative des
terminaisons en compétition est considérée comme ['un des facteurs déterminants I'issu
du processus. Par contre, mentionner I'activité synaptique sans spécifier plus
précisément a quoi 'on fait référence peut facilement porter a confusion et rendre

I'interprétation de nos déclarations difficiles.

En effet, lactivité synaptique d’une terminaison est constituée de plusieurs
parametres de sa physiologie. Chacun de ces parametres pourrait potentiellement avoir
des effets distincts et spécifiques sur la progression du processus de compétition et
d’élimination. Ainsi, il est important de bien les distinguer afin d’interpréter les résultats

de maniere adéquate.

Le premier niveau de distinction est entre les paramelres intrinseques, qui
dépendent du MN, et les parametres locaux, qui dépendent de la régulation au niveau
des terminaisons. Ensuite, les parametres intrinseques sont divisés de la maniere

sulvante :

(a) le niveau d’activité, soit la fréquence moyenne des potentiels d’action

sur une période prolongée.



(b) le patron d’activité, soit la possibilité d’encoder de I'information dans

des patrons d’activité ponctuels.

(¢) la synchronisation de lactivité entre les différentes terminaisons

présynaptiques.
Les parametres locaux sont les suivants :

(a) la force synaptique, soit le nombre moyen de quanta relachés a chaque

potentiel d’action.
(b) lefficacité synaptique, soit 'effet net de chaque quanta.

(¢c) la synchronisation de I'activité entre chacune des terminaisons

yrésynaptiques et I’élément postsynaptique.
presynapliq I ynapliq

Chacun de ces parametres sera présenté et mis en contexte dans les prochaines

sous-sections.

1.3.2.2.1 Parametres intrinseques

Comme nous venons de le mentionner, les parametres intrinseques dépendent de
Pactivité du MN. Il s’agit en fait des différentes manieres de qualifier 'activité produite

en amont de la terminaison.

D’abord, le niveau d’activité est la fréquence moyenne des potentiels d’action sur
une période prolongée. Plusieurs études se sont penchées sur I'effet de ce parametre sur
Iélimination. Quand le niveau d’activité était augmenté in vivo (O'Brien, Ostberg et
Vrbova, 1978; Thompson, 1983) ou in vitro (Magchielse et Meeter, 1986; Nelson, Fields, Yu
et Liu, 1993), le rythme de I'élimination était lui aussi augmenté. A Tinverse, il était
diminué lorsque le niveau d’activité était diminué (Benoit et Changeux, 1975; Brown et
Hopkins, 1981; Thompson, Kuffler et Jansen, 1979). De plus, peu importe leur niveau total
d’activité, les terminaisons dont le niveau d’activité est plus élevé que leurs compétitrices
sont habituellement favorisées et maintenues (Buffelli et al., 2003; Ribchester et Taxt,
1983; Ridge et Betz, 1984). Ensemble, ces données suggerent fortement que le niveau total

d’activité n’influence que le rythme de I'élimination, alors que le niveau relatif d’activité



des terminaisons serait la source d’un signal compétitif (Personius et Balice-Gordon
g )

2000).

Le deuxieme parametre intrinseque est le patron d’activité. Par exemple, Todd et
al. (2010) ont démontré que, a la JNM mature, une SHF de 20 Hz mene a une potentiation
de la force synaptique lorsque la stimulation est continue. De maniere surprenante,
lorsque la stimulation était appliquée a la méme fréquence, mais selon un patron de
rafale, une dépression de la force synaptique était induite. Ainsi, le patron de activité
semble encoder un signal qui est la source d’une plasticité synaptique. Les auteurs ont
aussi démontré que le vecteur de transmission de ce signal était les CSP. Bien que la
présence de ce mécanisme lors du développement de la JNM reste inconnue, nous avons
récemment montré (Darabid et al., 2018) qu'un mécanisme similaire y était présent. En
effet, lors d’'une SHF de 50 Hz, les CSP produisent une potentiation préférentielle de la
terminaison dont la force synaptique est la plus élevée. Aussi, Thompson (1983) a montré
que le rythme de I'élimination était fortement augmenté lorsqu’un certain nombre de
stimuli étaient présentés sous la forme de rafales a 100 Hz, alors qu’aucun changement
n’était observé lorsque le méme nombre de stimuli était présenté a 1 Hz. Ces données

suggerent que le patron de I'activité synaptique peut étre la source d’un signal compétitif.

Finalement, le dernier parametre intrinseque est la synchronisation de 'activité
présynaptique. Au moment de la naissance, 'activité des différentes unités motrices a
une méme JNM est synchronisée au moyen de jonctions GAP (Personius et Balice-
Gordon, 2001), un mécanisme dont la régulation dépendrait en partie des récepteurs
NMDA (Personius, Karnes et Parker, 2008; Personius, Slusher et Udin, 2016). Par contre,
entre les jours postnatals 4 et 6, la synchronisation de la majorité des unités motrices est
¢liminée (Personius et Balice-Gordon, 2001) et le processus d’élimination est grandement
retardé lorsque la synchronisation de 'activité des unités motrices est maintenue de
maniere artificielle (Busetto, Buffelli, Tognana, Bellico et Cangiano, 2000; Favero,
Buffelli, Cangiano et Busetto, 2010; Favero, Busetto et Cangiano, 2012). Une observation
intéressante est que I’élimination se remet en marche si 'asynchronie est rétabli tout en
maintenant égal le niveau d’activité des unités motrices (Favero et al., 2012). Ces résultats
suggerent que l'asynchronie des unités motrices est nécessaire afin  d’'induire

I’élimination des terminaisons redondante et constituerait une source de signal permissif.



Selon Favero et al. (2012), elle serait non seulement nécessaire, mais suffisante,
constituant la source d’un signal instructif. Par contre, 'argument de la suffisance, tel
qu’il est présenté, ne considere que lapport des parametres intrinseques. Si une
différence dans les parametres locaux, méme minime, existe lorsque I'asynchronie est
établie, celle-ci pourrait fournir la source du signal compétitif. Ces questions seront

considérées en plus de détails dans la section sur les parametres locaux.

1.3.2.2.2  Parameétres locaux

Certains parametres de I'activité des terminaisons en compétition sont régulés de
maniere locale. D’abord, un premier parametre local est la synchronisation de 'activité
pré- et postsynaptique des différentes terminaisons. Il s’agit en fait d’'une combinaison
de la force et de l'efficacité synaptique ainsi que des parametres intrinseques de la fibre
musculaire qui déterminent sa sensibilité. Par contre, il semble que ce parametre ait un
role modeste dans la détermination de I'issu de la compétition. En effet, tres tot, toutes
les terminaisons présentent a une JNM sont en mesure d’éliciter un potentiel d’action
dans la fibre musculaire cible a chaque stimulation (Brown et al., 1976). Cette observation
n'est pas tres surprenante considérant le facteur de sécurité élevé associé aux
terminaisons de JNM (Wood et Slater, 2001), soit le rapport entre son contenu quantique
et le nombre de quanta nécessaire pour induire un potentiel d’action dans sa fibre

musculaire cible.

Ensuite, un autre parametre local de I'activité des terminaisons est Iefficacité
synaptique. Ce parametre réfere a effet net de chaque quanta de NT relaché sur 'activité
postsynaptique et il est régulé principalement de trois manieres. D’abord, la terminaison
présynaptique peut modifier la concentration d’ACh qui est incluse dans chacune des
vésicules synaptiques, un phénomene qui a été démontré chez des souris adultes suite au
blocage chronique de I'activité neuronale (Wang et al., 2005). Ensuite, la concentration
d’ACh dans la fente synaptique peut étre régulée en modifiant la concentration
d’acétylcholinestérase. Duxson et Vrbova (1985) ont d’ailleurs démontré que I'inhibition
de cette enzyme accélérait le processus d’élimination synaptique lors du développement
de la JNM de rat. Finalement, comme I'ont démontré les travaux par Balice-Gordon et

Lichtman présentés plus haut (19go, 1993, 1994), la densité de rnACh peut étre modulée.
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Par contre, comme nous 'avons vu, le role de la régulation de ces récepteurs dans les

différents mécanismes qui promeuvent la compétition demeure inconnu.

Finalement, nous considérerons la force synaptique, aussi appelé contenu
quantique (m). La force synaptique d’une terminaison réfere au nombre moyen de quanta
de NT qui sont relachés par potentiel d’action, ot un quanta correspond a une vésicule
synaptique (Del Castillo et Katz, 1954b). Elle est entiecrement déterminée par deux
parametres, soil le nombre de sites de relache de la terminaison (n) et la probabilité de

relache moyenne de chacun de ces sites (p). Cette relation s’écrit
m=nxp.

Initialement, les différentes terminaisons ont une force synaptique similaire. Au
fil de la compétition, elle diverge graduellement jusqu’a ce que la terminaison la plus

forte soit stabilisée et maintenue et que les autres soient éliminées (Colman et al., 1997).

En parallele a leur force, la taille des terminaisons est régulée de maniere
extremement dynamique (Smith et al., 2013; Turney et Lichtman, 2012; Walsh et
Lichtman, 2003) et la densité de sites de relache (d,) semble demeurée relativement
constante (Chen, Mizushige et Nishimune, 2012; Clarke, Chen et Nishimune, 2012). Cela
implique que le nombre de sites de relache évolue en parallele a la taille des terminaisons.
En effet, s1 la densité de sites de relache est constante, le nombre de ces sites sera

proportionnel au territoire que la terminaison couvrira (t), selon I'équation
n=d,Xt.

Ainsi, la régulation de la taille d’une terminaison affecterait directement sa force

synaptique, selon I'équation
m=d, XtXp.

Par ailleurs, d’autres évidences (Darabid, 2018; Kopp, 2000; Colman 1997)
indiquent que la probabilité de relache des terminaisons est aussi régulée activement

durant le processus compétitif.
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Ainsi, la relation entre la force synaptique et le processus compétitif semble
bidirectionnelle. En effet, les mécanismes qui influencent la compétition ont
vraisemblablement tous un effet minimalement indirect sur les parametres qui
déterminent la force synaptique, faisant de celle-ci un proxy de I'état de progression du
processus. En contrepartie, la force synaptique serait un déterminant dans certains
mécanismes ayant une influence sur le processus compétitif en jouant le role de source

ou de vecteur de signal.

Nous avons présenté un exemple intéressant de ce concept plus haut, soit la
potentiation des terminaisons les plus fortes suite a une SHF de 50 Hz (Darabid et al.,
2018). Dans cet exemple, la source du signal serait le patron de stimulation, le vecteur de
transmission serait une combinaison de la force synaptique et des propriétés intrinseques
des CSP, la cible serait les récepteurs adénosine présynaptiques et l'effet serait

9 o
I’augmentation de la probabilité de relache présynaptique. Dans cette étude, nous avons
o) 8 ’
aussi démontré que le blocage de ce mécanisme menait a une prolongation de la période
d’élimination synaptique. Ainsi, dans ce seul exemple, la force synaptique se retrouve a
. 2 9 )
étre aussi bien un déterminant du processus compétitif, en jouant le role de vecteur pour

le signal, quun proxy de I'effet du mécanisme sur ce processus.

Un autre exemple intéressant est celui des facteurs trophiques, comme le BDNF
(Hurtado et al., 2017; Je et al., 2012; Je et al., 2013). En utilisant des cocultures nerfs-muscle
provenant de myocytes de Xenopus, Je et al. (2012) ont montré que le proBDNF était
converti en mBDNF de maniere proportionnelle au niveau d’activité des MN. 1ls ont aussi
montré que le proBDNF favorisait la rétraction des terminaisons via les récepteurs
présynaptiques p75, alors que le mBDNF favorisait leur stabilisation via les récepteurs
présynaptiques TrkB. Dans une étude subséquente a la JNM de souris (Je et al., 2013), ils
ont démontré que application de proBDNF exogene accélérait I'élimination synaptique
alors que le blocage des récepteurs p75 ou lapplication de mBDNF exogene la
ralentissait. Finalement, Hurtado et al. (2017) ont montré que, a la JNM de souris mature,
la contraction musculaire et I'activité présynaptique augmentaient toutes deux le niveau
de mBDNF et le niveau d’activation des récepteurs TrkB, ce qui menait a une potentiation

de la force synaptique par l'augmentation de la probabilit¢é de relache suite a la
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phosphorylation de SNAP-25 (Simo et al., 2019). La cellule musculaire a été identifiée

comme source du proBDNF.

Ainsi, ce mécanisme pourrait étre modélisé en considérant a la fois le niveau
d’activité et la force synaptique comme des sources de signal. En effet, ce mécanisme
semble reposé sur la synergie du niveau d’activité, qui détermine la fréquence des
contractions musculaires et done de la relache musculaire de proBDNF, et de la force
synaptique, qui régule l'amplitude de T'activité enzymatique responsable de la
transformation du proBDNF en mBDNF. Ces deux isoformes du BDNF seraient done les
vecteurs de la transmission d’un signal toxique et trophique, respectivement, avec le
mBDNF particulierement associé a la terminaison la plus active. Leurs récepteurs
pourraient étre considérés comme les cibles du mécanisme et 'augmentation de la force

synaptique, dans le cas du mBDNF, comme ["effet.

Notons un premier aspect intéressant de cet exemple, soit qu’il met en évidence
I'importance de la synergie entre le niveau d’activité et la force synaptique. Ensemble,
ces deux parametres déterminent la quantité de N'T qui sera relachée par une terminaison
sur une période de temps donnée. Ainsi, n'importe quel mécanisme qui dépend

I )
exclusivement de la quantité de N'T relaché aura comme source de signal une synergie de
ces deux parametres. Un autre aspect important de cet exemple est qu’il permet a lui seul
de mettre en évidence un mécanisme physiologique pour les postulats de Hebb (1949),
soit 'effet trophique du mBDNF sur la terminaison la plus active en termes de niveau
d’activité et de force synaptique, et de Stent (1973), soit 'effet toxique du proBDNF sur
les autres terminaisons. Ensuite, un autre des aspects intéressant est 'observation que la
force synaptique peut étre considérée aussi bien comme source d'un signal compétitif
que comme cible ultime par 'augmentation de la probabilité de relache. L'implication
de la force synaptique comme source de signal compétitif permettrait d’expliquer
&
l’observation de Favero et al. (2012) que I'élimination procede normalement lorsque le
niveau d’activité des terminaisons est égal, mais désynchronisé. Finalement, cet exemple
permet de bien démontrer I'idée que les différents parametres de I'activité synaptique

peuvent jouer des roles distincts dans les différents mécanismes compétitifs.
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1.3.2.3 Régulation de la structure morphologique des terminaisons

Comme nous 'avons vu dans les sections précédentes, les différents mécanismes
qui participent a déterminer I'issu de I'élimination synaptique sont nombreux. Toutefois,
la caractéristique principale qui départage les terminaisons gagnantes de leurs
compétilrices est le fait d’étre maintenue et stabilisée. Ainsi, tous les mécanismes qui
influencent la compétition doivent, de fagon directe ou indirecte, influencer la structure

morphologique des terminaisons.

Plusieurs mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la régulation de
la structure des terminaisons ont été décrits. Du coteé cellulaire, les CSP sont impliquées
dans la gestion des débris des axones qui se rétractent des JNM (Bishop, Misgeld, Walsh,
Gan et Lichtman, 2004), une fonction qui dépend de leur activité lysosomal (Song et al.,
2008). Smith et al. (2013) ont d’ailleurs montré que, au cours des premiers jours
postnatals, les CSP projettent des protrusions cellulaires qui transpercent toutes les
terminaisons a une méme JNM. Selon les auteurs, cela leur permettrait d’internaliser des
volumes présynaptiques d’'une maniere aléatoire. Par contre, le mécanisme de détection
de I'activité synaptique des CSP que nous avons récemment décrit laisse croire que le
ciblage pourrait ne pas étre aléatoire (Darabid et al., 2018). 1l s’agit d'une hypothese
intéressante (ui créerait un lien tangible entre les signaux instructifs de la compétition

et les mécanismes physiologiques de régulation de la morphologie cellulaire.

Du eoté moléculaire, plusieurs acteurs potentiels ayant un effet sur la morphologie
des terminaisons ont été identifiés. Un des exemples les plus notoires est le GDNF. Sa
surexpression mene a une augmentation significative du nombre de terminaisons
innervant une méme JNM (Nguyen, Parsadanian, Snider et Lichtman, 1998). De plus,
Papplication de GDNF exogene a partir de la naissance est une des seules interventions
ayant permis d’étendre la période de polyinnervation a la JNM a plus de 21 jours
postnatals (Keller-Peck et al., 2001). En fait, apres 4o jours d’injections, plusieurs fibres
musculaires étaient toujours polyinnervées. Les auteurs ont conclu que le GDNF

semblait réguler directement la croissance des terminaisons. D’autres acteurs

moléculaires ont aussi été impliqués dans le bourgeonnement des terminaisons (English,
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2003), par exemple les neuroleukines, les IGF, les NCAM et, chez Xenopus (Stoop et Poo,

1999, 1996), les CNTF.

Toutes ces pistes sont intéressantes, mais plusieurs questions demeurent sans
réponses. Par exemple, quel lien existe-t-il entre ces différents mécanismes de régulation
de la structure des terminaisons et les parametres de 'activité synaptique? Existe-t-il
d’autres mécanismes qui font le lien entre 'activité synaptique des terminaisons et la
régulation de leur structure? Ces mécanismes sont-ils reliés a la régulation de la
probabilité de relache des terminaisons? Par exemple, plusieurs des mécanismes qui
influencent la compétition et que nous avons décrits plus haut semblent avoir un effet
primaire sur la probabilité de relache des terminaisons. 1l sera intéressant de comprendre
la nature de la relation entre ces changements et la régulation de la structure des
terminaisons. Notre compréhension des processus de compétition et d’élimination
synaptique restera fragmentaire tant que les réponses a ces questions demeureront

inconnues.

La force synaptique joue un role prépondérant aussi bien dans la détermination
de I'issu de la compétition que dans I'observation de sa progression. Il est done évident
que la réponse aux questions soulevées nécessitera la capacité de déterminer de maniere
précise non seulement la force synaptique des terminaisons en compétition, mais aussi
la contribution relative des parametres sous-jacents (d,,t,p). En plus de répondre aux
questions soulevées plus haut, ceci permettrait, d’abord, de mieux caractériser I'effet (sur
t? sur p?) des différents mécanismes qui influencent la compétition. Il deviendrait aussi
possible de mieux caractériser les mécanismes eux-mémes en déterminant plus
précisément quels sont les parametres importants, 'effet de chaque parametre et les

interactions entre les différents parametres et entre les différents mécanismes.
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1.4 Objectifs du mémoire

Comme nous 'avons vu au cours des sections précédentes, la force synaptique
relative des terminaisons en compétition est un des déterminants majeurs de 'issu du
processus d’élimination synaptique a la JNM. Nous savons que la couverture territoriale
de la terminaison qui sera maintenue doit augmenter jusqu’a circonscrire le territoire
synaptique complet et que sa probabilité de reliche semble augmenter en parallele. A
I'inverse, la couverture territoriale des terminaisons qui seront ¢liminées doit diminuer
jusqu’a leur retrait complet et leur probabilité de relache semble diminuer en parallele.
Finalement, d’autres données suggerent que la densité des sites de relache des deux types

de terminaisons est constante tout au long du processus, indiquant que le nombre de

sites progresse en parallele avec la taille de la terminaison.

Bien que ces données semblent brosser un portrait général adéquat du processus
d’élimination synaptique, comme nous I'avons vu, elles ne fournissent que tres peu
d’information par rapport aux mécanismes qui sous-tendent les changements de
probabilité de relache et de couverture territoriale et a la dynamique temporelle de ceux-
ci. Plusieurs limitations majeures ont inhibé I'avancement de ces recherches. Par
exemple, a notre connaissance, aucune étude n’a jamais été en mesure de directement
déterminer la probabilité de relache des terminaisons en compétition a la JNM.
Habituellement, la facilitation (F) est utilisée comme mesure de procuration, malgré le
fait que la relation qui lie celle-ci a la probabilité de relache ne soit jamais clairement
explorée. Une autre limitation est la difficulté d’obtenir des mesures de contenu
quantique ou de probabilité de relache lors d’études sur les changements de couverture
territoriale, un prérequis essentiel a toute expérimentation visant a comprendre

I'interrelation dans la régulation de ces parametres.

Ainsi, nous avons entrepris ce projet de recherche avec I'intention de répondre a
deux séries de questions. La premiere vise a tenter développer des outils pour étudier les

phénomenes présentés :

1. Peut-on déterminer de maniere plus précise la relation entre la facilitation

et la probabilité de relache a la JNM?



2. Une meilleure compréhension de cette relation pourrait-elle nous
permettre de mieux évaluer la probabilité de relache des terminaisons en

compétition?

3. Serail-il possible, alors, d’extraire des informations par rapport au nombre

de sites de relache ou a la couverture territoriale?

La deuxieme série de questions vise a appliquer les outils ainsi développés afin de
poser les bases d’une meilleure compréhension de la dynamique de la régulation de la
probabilité de relache et de la couverture territoriale lors du processus de compétition et

d’élimination synaptique :

1. La force synaptique relative des terminaisons en compétition est-elle
enticrement déterminée par leurs différences de couverture territoriale et
de probabilité de relache, ce qui confirmerait que leur densité de sites de

relache constante durant tout le processus de compétition synaptique?

2. Quelle est la dynamique des changements de couverture territoriale et de

probabilité de relache en fonction de la force relative des terminaisons?

3. La probabilité de relache et la couverture territoriale influencent-elles de

maniere équivalente la détermination de la force synaptique?
4. Cette influence relative dépend-elle du stade de la compétition?

Afin de répondre a ces différentes questions, nous avons d’abord effectué¢ des
enregistrements ¢électrophysiologiques nous permettant d’obtenir des mesures de la force
synaptique et de la facilitation des terminaisons en compétition a des JNM bi-innervées.
Nous avons ensuite adapté une méthode d’analyse développée pour des synapses du CNS
qui permel d’établir la relation entre la facilitation et la probabilité de relache. Afin
d’obtenir des mesures de couverture territoriale, nous avons utilisé une technique
permettant l'internalisation de marqueurs fluorescents complémentaires dans les
vésicules synaptiques de chacune des terminaisons, combinée a I'imagerie de ces
marqueurs a I’aide d’un microscope confocal. Ensemble, ces techniques nous ont permis

d’adresser les questions soulevées.
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2 Méthodologie

2.1 Modele expérimental

Des souriceaux males CD-1 (Charles River) agés de 7-8 jours postnatals (P7-8) ont
¢té euthanasiés par une injection intrapéritonéale de kétamine (15 mg/ml) / xylazine (1
mg/ml). Le muscle soléaire gauche et ses innervations, jusqu’aux racines ventrales, ont
été disséqués et disposés dans une chambre d’enregistrement contenant un lit de Sylgard
184 (Paisley Produit du Canada). Les tendons inférieur et supérieur du muscle soléaire
ont été¢ immobilisés a I'aide d’épingle Minutien de o.1 mm de diametre (Fine Science Tools)
de maniere a ce que sa longueur soit 105-115% de celle ex vivo, au repos et non immobilisée
(ce qui se rapproche de sa longueur in vivo). Deux ou trois des racines ventrales (L3-L5)
ont été isolées et aspirées dans des tubes de polyéthylene (PE-160) indépendants
contenant chacun une ¢lectrode de stimulation en platine. Chaque électrode de
stimulation est couplée a une électrode de référence en platine située pres de

I’embouchure de la pipette de polyéthylene (Figure 2.1a).

Notre objectif étant d’identifier des JNM bi-innervées afin d’étudier les propriétés
de ses terminaisons axonales en compétition, il est primordial d’étre en mesure de
stimuler chacune de ces terminaisons de maniere indépendante. Notre montage permet
d’établir une différence de potentiel entre une électrode de stimulation et son électrode
de référence, ce qui produit un courant permettant d’induire électriquement un potentiel
d’action dans les axones présents dans la racine ventrale aspirée. Ainsi, si les deux
terminaisons axonales en compétition a une JNM donnée avaient des axones qui
quittaient la moelle épiniere par des racines ventrales distinctes, il devenait possible de
les stimuler de maniere indépendante (Figure 2.1b). Cette technique a été décrite

auparavant (Darabid et al., 2013; Kopp et al., 2000).

Lors des dissections, la chambre contenant la préparation a été continuellement
perfusée avec une solution oxygénée de Ringer de Rees (95% O,/ 5% CO, ; en mM) : 110
NaCl, 5 KCI, 1 MgCl,, 25 NaHCOs3, 2 CaCl,, 11 glucose, 0.3 glutamate, 0.4 glutamine, 5 BES,

4.34X107 thiamine pyrophosphate et 0.036 chlorure de choline. Une fois la dissection



Racines ventrales Pipette de suction

+ Electrode de stimluation

Electrode de référence

début de enregistrement marquage internalisation Acquisition internalisation Acquisition
l'expérience synaptique postsynaptique FM 4-64 d'images FM 1-43 d'images
A .
déroulement de I'expérience 4
d
Pro'tocole'de enregistrement synaptique internalisation FM 4-64 internalisation FM 1-43
stimulation
nfm,'b.’? ge minimum 120 (10 minutes) 60 (1 minute) 60 (1 minute)
répétitions
Terminaison |
degauche |l HH'I+|'I'|'H+I'|‘|'H‘|'|+H+HI‘H‘|‘I+H‘|‘I‘|+|‘HHH+HH+
ps (s) | T T r T T T r T r 11 r T r T T T T T r 11 T T T T r T
0 1 2 3 4 50 170
Terminaison S i
de droite Sl |||”|||“l”””””l:”,”l'lH ”””l””””” |

Figure 2.1. Modele expérimental.

a. Schéma montrant le montage du muscle soléaire, du nerf sciatique et de ses racines
ventrales dans une chambre d’enregistrement. Les tendons du muscle soléaires sont
immobilisés a l'aide d’épingles. Chacune des racines est aspirée dans un tube contenant
une ¢électrode de stimulation couplé a une électrode de référence, ce qui permet de stimuler
les axones qu’elle contient. b. Si une fibre musculaire est innervée par deux terminaisons
axonales provenant de racines ventrales distinctes, il est alors possible de stimuler chacune
de ces terminaisons indépendamment 'une de l'autre et d’enregistrer leurs propriétés
synaptiques. ¢. Schéma montrant le déroulement typique d’une expérience. Les éclairs
signifient la stimulation de la terminaison associée. d. Schéma descriptif des différents
protocoles de stimulation utilisés. Lors d’une expérience typique, les protocoles de
stimulation utilisés sont les protocoles illustrés mis en fonction de maniere récurrente pour
le nombre de répétitions indiqué. Le panneau b est tiré de Darabid et al. (2013). Droits de
modification et de reproduction obtenus de Society for Neuroscience.
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terminée, la chambre contenant la préparation a été installée sur un microscope confocal
droit Olympus FViooo équipé d'un objectif d'immersion a I'eau 6ox (0.go NA, Olympus).
Toutes les expériences subséquentes ont été effectuées en gardant la solution de
perfusion de la préparation entre 28-30°C et la température a été suivie et ajustée de

maniere automatique en utilisant un chauffe-solution TC-324B (Warner Instruments).

Toutes les expériences ont été faites en accord avec les lignes directrices du
Conseil Canadien de Protection des Animaux et du Comité de déontologie animale de

I’Université de Montréal.

2.2 Détermination des seuils de stimulation

D’abord, il était nécessaire de déterminer, pour chacune des racines isolées,
I'intensité de stimulation nécessaire afin d’induire un potentiel d’action dans les axones
s’y trouvant. Ceci est effectué en augmentant graduellement I'intensité de stimulation
d’une racine (impulsions carrées ; o.r mV a 2.0 mV pendant o.r ms), en utilisant un
stimulateur Master-8 (AMPI) et un isolateur de courant ISO-Flex (AMPI), jusqu’a
I'observation d’une contraction musculaire. Une fois le seuil de contraction musculaire
identifier pour une racine, l'intensité de stimulation pour cette racine était doublée afin
d’assurer la stimulation d’un nombre maximal d’axones. Cette nouvelle intensité de

stimulation, pour chaque racine, a été utilisée pour toutes les expériences subséquentes.

2.3 Enregistrements ¢lectrophysiologiques

Tous les enregistrements visant a déterminer la force synaptique et la probabilité
de relache des terminaisons innervant une JNM ont été obtenus en perfusant une
solution modifiée de Ringer de Rees contenant moins de Ca” (1 mM) et plus de Mg™" (6-
7 mM). Cette solution permet aussi le blocage de la contraction musculaire en diminuant
considérablement la probabilité de relache des terminaisons. Tous ces enregistrements

ont été effectués au début de chaque expérience (Figure 2.1c).

Une JNM eétait d’abord identifiée et la fibre musculaire associée était ciblée pour
enregistrement a I'aide d’une électrode d’enregistrement intracellulaire. Cette électrode

était constituée d’un tube de verre (.o mm O.D.), dont 'embout était étiré a 'aide d'un
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tire-pipette P-g7 (Sutter Instrument Co.), contenant une électrode au chlorure d’argent
baignant dans une solution de KCI (3M). La procédure d’étirement de 'embout du tube
de verre était ajustée afin que la résistance de ’électrode soit entre 40-60 MQ. Les racines
participant a l'innervation de cette fibre musculaire étaient identifiées en stimulant
chacune d’elle indépendamment (impulsions carrées ; intensité précédemment établie,
pendant o.1 ms). La participation d’une racine a I'innervation de la JNM était observée
par la présence d'un potentiel de plaque motrice (PPM) évoqué par sa stimulation. Seules
les JNM bi-innervées ont été enregistrées; elles devaient montrer des PPM évoquées par
la stimulation indépendante de deux des racines ventrales. Si une augmentation de
lamplitude des PPM suivait une augmentation de 'intensité de stimulation dans une
¢lectrode donnée, I'enregistrement était arrété puisque cela suggere que plus dune
terminaison axonale innervant la JNM a I'étude quittait la moelle épiniere par la méme
racine ventrale (Buffelli, Busetto, Cangiano et Cangiano, 2002; Busetto et al., 2000;

Redfern, 1970). Une autre JNM était alors identifiée pour enregistrement.

Une fois qu'une JNM bi-innervée était identifice, deux stimulations étaient
appliquées a 10 ms d’intervalle (stimulation appariée), a une fréquence de o.2 Hz, pour
chacune des racines ventrales participant a son innervation. Ces deux racines étaient
stimulées en alternance de maniere a ce que la stimulation d’une racine se produise au

milieu de la période interstimulation de I'autre racine (Figure 2.1d).

Les évenements synaptiques ont été enregistrés en utilisant un amplificateur
Axoclamp 2B (Axon Instruments) et ensuite amplifiés de nouveau (100x) et filtrés a 2 kHz
par un amplificateur Warner Instruments. Le DigiData 1322A (Axon Instruments) a
permis la numérisation des PPM (10 kHz). Les données ont été recueillies et analysées en

utilisant le logiciel pClamp 8.0 (Axon Instruments).

2.3.1 Force synaptique

Comme nous venons de Iexpliquer, chacune des racines participant a
I'innervation de la JNM a I’étude recevait une stimulation appariée a une fréquence de
0.2 Hz. La premiere des deux stimulations appariées permet de déterminer la force

synaptique d’une terminaison. Ceci est effectué¢ en calculant le contenu quantique (m)

5t



# stimulations

des PPM qu’elle évoque: m = log, (Del Castillo et Katz, 1954b). Un échec est

# échecs

défimi comme la stimulation d’une terminaison n'induisant aucun PPM. Ainsi, une
terminaison dont le nombre d’échecs évoqués lors de la premiere des deux stimulations
appariées est moins élevé aura un contenu quantique plus élevé. Dans cette étude, la
terminaison ayant le contenu quantique le plus élevé est désignée comme étant la
terminaison forte, alors que lautre est désigné comme étant la terminaison faible. La
caractéristique d’une terminaison forte est donc de libérer, en moyenne, un plus grand

nombre de quanta de NT que sa compétitrice lorsqu’elle est activée.

2.3.2 Validation du comportement synaptique des terminaisons

Nous avons tenter de valider que la distribution des amplitudes de PPM était
normale et que les terminaisons étudiées se comportait de maniere attendue au niveau
synaptique. Pour y arriver, nous avons d’abord déterminer la taille moyenne
approximative d’un quanta pour chacune des terminaisons. Ensuite, nous avons utiliser
celte information, combiner au taux d’échecs, afin de produire une distribution attendue
pour l'amplitude des PPM de cette terminaison. Cela permettait de comparer la

distribution attendue a la distribution observée.

2.3.2.1 Taille moyenne approximative et variance d’un quanta

Afin de déterminer la taille approximative d’un quanta, il était nécessaire d’établir
un seuil supérieur selon la distribution des amplitudes de PPM. Cette détermination s’est
fait de maniere visuelle par la personne qui analysait les données. En pratique, ce seuil
se retrouvait entre les deux premiers maximums dans 'histrogram de distribution des
amplitudes, vis-a-vis le plus grand creux. Le premier maximum correspondant de pres a

Pamplitude moyenne d'un quanta, et le deuxieme maximum a celle de deux quanta.

Une fois le seuil supérieur établit, la taille moyenne approximative d’un quanta
était déterminée en calculant la taille moyenne des PPM ayant une amplitude plus petite
que le seuil déterminé. Il est aussi possible de calculé aisément la variance de la taille

d’un quanta.



2.3.2.2 Distribution des amplitudes de PPM attendue

2.3.2.2.1 Probabilité qu'une réponse soit constituée de n-quanta

La loi de Poisson (1837, p. 207) décrit la distribution du nombre de quanta
participant aux PPM d’une série de plusieurs observations. Cette distribution peut étre
décrite selon un seul parametre, lambda, qui correspond au taux moyen d’événement.

Dans notre cas, ce parametre est équivalent au contenu quantique, m.

Ainsi, lorsque m est connu, il est possible de connaltre la probabilité qu'une
, q , I I 1

réponse soit constitué de n-quanta, selon I’équation suivante :

Celte équation permet done de déterminer le nombre d’évenements attendus pour
chaque valeur de n, lorsque le nombre total d’événement (# stimulations) et le taux moyen

(m) sont connus, ce qui est notre cas.

2.3.2.2.2  Distribution des amplitudes de PPM attendus pour n-quanta

Nous connaisons maintenant la taille moyenne et la variance d’un quanta, et la
probabilité que chaque réponse soil constituée de n-quanta. Ensemble, ces informations

permettent de calculé le nombre d’évenements attendus par taille de PPM.

D’abord, il est nécessaire de diviser les valeurs possibles d’amplitude de PPM en
plages de 0.125 mV. Ensuite, pour chaque nombre de quanta, n, nous pouvons calculer
la distribution des probabilités cumulatives pour chacune des plages, compte tenu de la
variance établit et en assumant une distribution gaussienne, et la multiplié par le nombre
d’évenements attendus pour n-quanta. Il ne reste ensuite qu’a additionner, pour chacune

des plages, le nombre d’évenements prédits pour chaque n.

2.3.3 Probabilité de relache

La probabilité de relache de chaque terminaison en compétition a été déterminée

a partir de la facilitation (F) des PPM produite par la seconde impulsion de la stimulation

ot
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Amplitude moyenne 2¢ PPM

appariée par rapport a la premiere, en incluant les échecs : F = -
’ Amplitude moyenne 1" PPM

(Darabid et al., 2013; Kopp et al., 2000). F est donc une mesure de 'augmentation de la
libération de NT observée suite a une stimulation appariée ayant un intervalle
interstimulation plus petit qu’environ 1 seconde (Slater, 2015). F est liée de maniere tres
forte a la probabilité de relache (p) de maniere qu'une terminaison ayant une p plus

élevée aura nécessairement une F diminuée. En effet, la relation entre p et F est décrite

-

1- (1-p)V?

par la formule suivante : F = (Dobrunz et Stevens, 1997). 1l est important de

noter que ces parametres ne sont pas indépendants de m. En effet, m=nx*p, oun =
nombre de sites de libérations (Del Castillo et Katz, 1954b), p est done un des déterminants
majeurs de m. Ainsi, puisqu’'une augmentation de p mene a une augmentation de m
(pour un n constant) et une diminution de F, une terminaison forte aura, en regle

générale, une F plus basse que sa compétitrice (Darabid et al., 2013; Kopp et al., 2000).

2.4 Etude de la couverture territoriale

L’objectif de I'étude de la couverture territoriale est de mettre en relation les
propriétés synaptiques et morphologiques des terminaisons. La base de cette relation est
la définition de m, soit : m = n X p. Celte relation peut étre réécrite m = d X t X p,oun =
d X t, d = densité des sites de libération et t =couverture territoriale. 11 devient ainsi possible
d’évaluer la contribution des différences de t et de p sur les différences de m des
terminaisons en compétition. Nous avons déja présenté les méthodes permettant

I’évaluation de m et p, nous présentons maintenant les méthodes permettant I'évaluation

de t.

2.4.1 Marquage fluorescent des structures synaptiques et imagerie

Une fois les enregistrements électrophysiologiques complétés, la perfusion d'une
solution de Ringer Rees contenant des concentrations normales de Ca® (2 mM) et de Mg*
(1 mM) a été utilisée afin d’effectuer les procédures suivantes de I'expérience. Par contre,
la solution contenait du chlorure de D-tubocurarine (1.8-2.0 pM, Sigma), un antagoniste
réversible des récepteurs nicotiniques a I'acétylcholine, afin de bloquer la contraction

musculaire. La transition entre les solutions de perfusion durait environ 20 minutes.



Toutes les images analysées ont été acquises a l'aide du microscope présenté

précédemment (Section 2.1).

2.4.1.1 Marquage postsynaptique

Puisque notre objectif est de comparer I'étendue de la couverture territoriale des
terminaisons en compétition a une JNM, il est nécessaire d’établir une mesure du
territoire synaptique total afin de servir de référence aux mesures de couverture. Une
maniere relativement simple d’arriver a cette fin est d’utiliser de I'a-Bungarotoxine
conjuguée a un fluorophore. Cette toxine se liera avec une affinité élevée aux récepteurs
nicotiniques de 'acétylcholine (Lukas, Morimoto, Hanley et Bennett, 1981). Cette
technique permet donc un marquage extrémement spécifique de la plaque de récepteurs
postsynaptiques, soit 'ensemble du territoire synaptique. Ainsi, une fois la transition de
solution de perfusion terminée, la préparation nerfs-muscle a été incubé en bain fermé
dans la solution de perfusion contenant de I’a-Bungarotoxine conjugué a un fluorophore
CF-405 (10-20 pM, Biotium) pour 15 minutes, suivi d'un nettoyage de 15 minutes dans la

solution de perfusion (Figure 2.1c).

2.4.1.2 Marquage de la couverture territoriale et acquisition des images

Par la suite, la préparation nerfs-muscle a été incubé dans la solution de perfusion
contenant le marqueur SynaptoRed Ca2 (8 pM, FM 4-64, Biotium). Apres 7 minutes
d’incubation, une SHF de 50 Hz (impulsions carrées de 0.1 ms) pendant 1 minute (Figure
2.1d) a été appliquée au hasard a 'une des deux électrodes de stimulation contenant une
racine participant a I'innervation de la JNM a I'étude. Cette stimulation permet
I'internalisation du marqueur FM 4-64 dans les vésicules synaptiques de la terminaison
stimulée (Betz et Bewick, 1992; Gaffield et Betz, 2006), et la visualisation subséquente de
la couverture territoriale fonctionnelle (c.-a-d. : ou larelache a eu lieu) d'une terminaison.
La stimulation a été suivie d’un nettoyage de 30-45 minutes dans la solution de perfusion

permettant I'élimination de I'excédent extracellulaire de FM 4-64.

Une fois le nettoyage terminé, une premiere série d’'images de la JNM d’intérét a

¢té acquise en utilisant les lasers 405 (a-Bungarotoxine-CF-405, fenétre spectrale



d’émission 410-490 nm) et 488 (M 4-64, filtre d’émission a bande de 650-750 nm; argon

multilignes 458/488/515).

Par la suite, la méme procédure que pour le FM4-64 a été répétée en utilisant du
FMi-43 (8 pM, ThermoFisher), et en appliquant une stimulation identique a I'autre racine
ventrale. Une deuxieme série d'images a ensuite été acquise en utilisant les lasers 405 (a-
Bungarotoxine-CF-405, fenétre spectrale d’émission 410-49o nm) et 488 (FM 1-43, fenétre

spectrale d’émission 510-560 nm; argon multilignes 458/488/515).

Les deux marqueurs M ont été imagés séquentiellement afin d’éviter la pollution
du signal FM 4-64 par le signal FM 1-43. Cette limitation est due aux spectres d’émissions
atypiques des marqueurs M et a la sélection de filtres disponibles sur notre systeme

d’imagerie.
La Figure 2.1c montre un schéma du déroulement typique de 'expérience décrite.

2.4.2 Analyse d’images et extraction de mesures

2.4.2.1 Alignement des séries d’images

Les séries d'images obtenues pour chacun des marquages M ont d’abord été
alignées en utilisant le plugiciel MultiStackReg (transformation de type Rigid Body) inclus
dans le logiciel /mage/ (NIH). Le signal du marquage postsynaptique a été utilisé comme
référence pour I'alignement. A partir de cet alignement, tous les marquages d’une méme
préparation ont été réunis en un seul fichier (a-Bungarotoxine, FM 4-64 et FM 1-43). Le
signal postsynaptique de la premiere acquisition a été utilisé comme référence pour les
¢tapes subséquentes de I'analyse en raison du photoblanchiment rendant la deuxieme

acquisition de moindre qualité.

2.4.2.2 Détermination des seuils d’intensité

Pour chacun des marquages (a-Bungarotoxine, FM 4-64 et FM 1-43), une
projection d’intensité maximale a été créée. Un plugiciel personnalisé, fonctionnant sous
Image/, a ensuite été utilisé afin de déterminer le seuil d’intensité optimal permettant de

différencier le signal spécifique du signal non spécifique et du bruit, de maniere non



biaisé. Le principe du plugiciel repose sur I'idée que le signal spécifique peut-étre défini

selon :

signal > b + (2 * SDy), ou

b = Intensité moyenne du signal non-spécifique et du bruit

SD,, = Ecart type de I'intensité du signal non-spécifique et du bruit

Le fonctionnement du plugiciel peut étre visualisée dans la Figure 2.2 et le code

source peul élre consulté a 'Annexe . Les étapes principales du processus sont les

sutvanles :

w

=

Les intensités de pixel minimale (min) et maximale (max) de la projection
sont obtenues.
range = max— min

range

increment = (Taille de I'inerément entre chaque pré-approximation)

Une premiere approximation (approx) du seuil est obtenue sous la forme
d’'une moyenne de 20 pré_approximations . Pour déterminer la x ©

pré_approximation :
1. thisMax = min + (x * increment)

ii.  Déterminer I'intensité moyenne (average) et I'écart type (SD) des

pixels inclus dans I'intervalle entre min et thisMax.
1.  pré_approximation = average + (2 * SD)

(220, pré_approximation;)
20

approx =

A partir d’approx, la détermination finale du seuil est établie en fonction
du type de marquage. Le marquage postsynaptique contient tres peu de
signal non-spécifique alors que les marqueurs FM produisent relativement
plus de ce type de signal. Ainsi, 'algorithme a été adapté a chacune de ces
situations. Dans les deux cas, le principe reste le méme que précédemment,

soil :



L

11.

111.

Déterminer une plage d’intensités de pixels. Les équations
permettant d’établir les valeurs des variables suivantes ont été
déterminées de maniere empirique a parlir de préparations
controles. 1l s’agit de la seule étape qui differe entre les types de

marquage.
a) Marquage postsynaptique :

1. StartMax = approx

max - approx
4

2. endMax =

b) Marquages FM :

max - approx
2

1. StartMax =

2. endMax = max
Diviser cette plage en 20 afin de trouver la taille de 'incrément.

a) newRange = endMax — startMax

newRange

b) newlncrement = —

(XF2, pré_seuily)
20

seuil = , soit lamoyenne de 20 pré_seuil, établie comme

les pré_approximation précédemment. Pour déterminer le x ©

pré_seuil :
a) thisMax = startMax + (x * newIncrement)

b) Déterminer 'intensité moyenne (average) et I'écart type

(SD) des pixels inclus dans I'intervalle min-thisMax.

c) pré_seuil = average + (2 x SD)



source

& )
* =
pré-approx 1 : oA pré-seuil 1
min = .U.
max = 2560 A.U.

pré-approx 7 pré-seuil 7
approx

pré-approx 14 % ) pré-seuil 14

pré-approx 20 pré-seuil 20

737 A.U. B ° 737 A.U.

Figure 2.2. Algorithme de détermination des seuils d’intensité.

A partir de I'image source et de ses valeurs de pixel minimale et maximale (1 ; projection
d’intensité maximale), I'algorithme détermine une premiere approximation du seuil (3).
Cette approximation est la moyenne de 20 pré-approximations, dont certains exemples sont
montrés (2a-d). A partir de cette approximation, le seuil est déterminé (5). Le seuil
correspond a la moyenne du calcul de 20 pré-seuils (4a-d). Le calcul des pré-seuils est
presqu’identique au calcul des pré-approximations, seule les valeurs de départ et de fin du
calcul sont ajustées en fonction de approximation qui vient d’étre déterminée et de la
quantité de marquage non spécifique contenue dans I'image. Les intensités indiquées en
unités arbitraires (A.U.) correspondent au résultat de I'étape du processus a laquelle elles
sont rattachées. Echelle = 5 pm.

.
59



2.4.2.3 Extraction des mesures de couverture territoriale

Une fois que les trois marquages étaient alignés et regroupés en un seul fichier, ce
dernier était importé dans le logiciel Imaris (Bitplane) afin d’étre visualisé et analysé.
L’objectif principal était, dans un premier temps, de déterminer aire totale de la
structure postsynaptique. Dans un deuxieme temps, il était nécessaire de déterminer la

couverture territoriale de chacune des structures présynaptiques.

2.4.2.3.1 Visualisation d’une pile d’images

La premiere caractéristique intéressante d’Imaris est son moteur de rendu 3D
permettant la visualisation des piles d’images. Les métadonnées de la pile sont utilisées
afin d’espacer adéquatement le centre de chaque voxel, dont la valeur d’intensité est
connue. Le moteur de rendu effectue une interpolation trilinéaire afin de combler les
espaces entre les points connus, ce qui permet un rendu fluide et continu des structures
fluorescentes. Les outils de navigation permettent de changer lorientation et le

grossissement du rendu afin de mettre en évidence les structures d’intérét.

2.4.2.3.2  Création des isosurfaces

Afin d’effectuer les analyses quantitatives permettant de déterminer la couverture
territoriale de chacune des terminaisons, il était nécessaire de délimiter et localiser
chacune des structures fluorescentes. Imaris possede un outil permettant d’effectuer
cette tache en créant des isosurfaces. 11 s’agit de surfaces numériques, spécifiques a chacun
des marquages, qui englobent tous les voxels dont la valeur de fluorescence est supérieure
a celle spécifiée par I'utilisateur. 1l est done possible d’identifier chacune des structures
d’intérét en tenant compte du seuil de marquage spécifique déterminé dans une étape

précédente (2.4.2.2).

2.4.2.3.3 Propriétés des isosurfaces

Les isosurfaces reconstruites a 'aide d’lmaris sont composées de sommets et
d’arrétes organisés en maillages triangulaires. Cette organisation permet de facilement
calculer I'aire de chacune des surfaces. De plus, puisque la localisation de chacun des
sommets d'une surface est connue, il est ais¢ de déterminer la distance séparant les

différentes structures.
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2.4.2.3.4  Traitement de l'isosurface postsynaptique

Une particularité de U'isosurface postsynaptique est qu’elle englobe totalement la
fluorescence de la structure associé¢e. Puisqu’elle I'englobe, I'isosurface aura une demi-
surface completement sur le dessus de la structure et une autre completement en
dessous. Ainsi, I'aire calculée sera environ du double de celle de la structure associée. 11
est donc nécessaire d’isoler la demi-surface supérieure et d’éliminer la demi-surface

inférieure.

Imaris ne contient pas d’outils préimplantés permettant d’effectuer ce genre de
traitement. Par contre, le logiciel possede un pont permettant d’échanger des données
avec MATLAB (MathWorks). Ainsi, il est possible d’envoyer une structure de données
contenant la définition d’une isosurface a un plugiciel MATLAB. Celui-ci peut ensuite
effectuer un traitement sur ces données et elles peuvent ensuite étre renvoyées a Imaris

afin que ce dernier puisse créer de nouvelles isosurfaces.

Afin de séparer I'isosurface en ses deux parties, soit la partie supérieure et la partie
inférieure, il est d’abord nécessaire de délimiter manuellement le périmetre ou la
séparation doit avoir lieu. Imaris contient un outil nommé Points qui permet de placer
précisément des points qui interceptent une sosurface. Ainsi, des points sont
manuellement placés a intervalles réguliers sur le pourtour de Uisosurface postsynaptique

a la maniere d’une ceinture.

Ensuite, deux structures de données sont envoyées a un plugiciel MATLAB, soit
celle contenant la position de tous les points de ceinture et celle contenant la définition

de Visosurface. Voici un apercu du fonctionnement du plugiciel :

1. ldentification d’une série de sommets consécutifs formant un périmetre de

séparation des surfaces inférieure et supérieure.

i.  Pour chacun des points de la ceinture, déterminer le sommet de

Visosurface le plus rapproché.

ii.  Pour chacun des sommets identifiés, calculer le chemin le plus court

en termes de nombre de sauts jusqu’au sommet suivant dans la liste
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et enregistrer la liste des sommets traversés. Utilisation de
Palgorithme de Dijkstra (1959) pour le calcul du chemin le plus

court.

2. Séparation des triangles de 'isosurface en deux populations délimitées par

le périmetre établi en (1).

1.

11l.

1v.

Créer une nouvelle structure de données pour contenir des listes

des triangles décrivant une nouvelle surface.

Choisir un sommet au hasard sur I'isosurface qui ne fait pas partie

du périmetre.

Trouver tous les triangles associés a ce sommet et les ajouter a la

structure de donnée créée.

Pour chacun de ces triangles, identifier chacun des sommets
toujours inexplorés. Pour chaque sommet ne faisant pas partie du

périmetre, effectuer les opérations en (2.iii).

Quand tous les sommets contigus ont été explorés, la premiere
surface est reconstruite. Pour la seconde surface, recommencer les
opérations en (2.1). Une fois rendu a (2.ii), recommencer jusqu’a ce

qu'un sommet inexploré soit sélectionné.

Finalement, les deux nouvelles structures de données sont retransmises a Imaris

et ce dernier crée deux nouvelles isosurfaces, qui correspondent aux demi-surfaces

inférieure et supérieure de la structure postsynaptique. La surface inférieure peut étre

supprimée, alors que la surface supérieure sera utilisée pour toutes les étapes

subséquentes de I'analyse.
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2.4.2.3.5 Fxtraction de la couverture respective de chaque terminaison

L'isosurface créée dans la section précédente était utilisée comme référence

postsynaptique afin de déterminer la couverture territoriale de chacune des terminaisons.

L’algorithme fonctionnait en déterminant si, pour chacun des sommets de 'isosurface

postsynaptique, il était possible de détecter une couverture par I'une des terminaisons.

I.

Transmettre a un plugiciel MATLAB les structures de données suivantes :
1. Lisosurface postsynaptique.

ii.  Un masque binaire de I'état de chacun des voxels pour chacune des

isosurfaces associées aux marquages des terminaisons.

a. 1l s’agit d'une structure de données a 3-dimensions de taille 7,
J» k, ou ces trois indices correspondent respectivement au

nombre de pixels de I'image sous-jacente en x, y et z.

b. Chaque élément de cette structure est une donnée binaire
représentant si le voxel est a I'extérieur (o) ou a l'intérieur (1)

de Uisosurface.

Pour chacun des sommets de l'isosurface postsynaptique, déterminer s’il est

considéré comme couvert par chacune des terminaisons.

1. Un sommet était considéré comme étant couverl par une
terminaison si I'isosurface associée a cette terminaison se trouvait a
I'intérieur d'un certain rayon (r) du sommet en question. En
pratique, il s’agissait de déterminer si un voxel positif (1) se trouvait
a I'intérieur du rayon. Ce rayon a ¢été déterminé de maniere

empirique en utilisant des échantillons contréles (r = 250 nm).



3. Créer trois nouvelles isosurfaces :

i.  Une premiere constituée de tous les triangles de Iisosurface
postsynaptique dont les trois sommets étaient couverts par les deux
terminaisons. Il s’agit de la couverture territoriale de

chevauchement des deux terminaisons.

ii.  Une ssosurface pour la couverture de chacune des deux terminaisons.
Chacune de ces isosurfaces était constituée de tous les triangles de
Visosurface postsynaptique dont seule la terminaison associée

couvrait les trois sommets.

4. Déterminer la couverture territoriale de chacune des terminaisons en
calculant I'aire de 'ensemble des triangles composant sa surface associée.
Lors de I'analyse des résultats, I'aire totale de la surface de chevauchement
redistribué également entre les deux terminaisons. De plus, la couverture
territoriale d’une terminaison (term,) était normalisée en fonction de 'aire
postsynaptique totale et est présentée sous forme de pourcentage de
couverture postsynaptique selon I’équation suivante :

airesyrrqce Chevauchement

airegyrface termy + ( )

Couverture term; = - - x 100
AiTegyrrace POStSyNaptique




2.5 Analyses statistiques

Toutes les informations qui ne sont pas présentés ici se retrouvent dans le texte

aux endroits pertinents.

2.5.1 Comparaison du niveau de facilitation

Pour comparer le niveau de facilitation entre les terminaisons (Figure 3.4b), le test
bilatéral des rangs signés de Wilcoxon a été utilisé. 1l s’agit d’un test non paramétrique
pour échantillons appariés qui peut étre utilisé pour remplacer un test de Student pour
échantillons appariés quand les différences entre les valeurs appariées ne sont pas

présumées étre constantes.
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3 Reésultats

Comme nous l'avons vu précédemment, la force synaptique relative des
terminaisons en compétition a la JNM en développement est un déterminant majeur de
Iissu du processus d’élimination. A son tour, la force synaptique d’une terminaison est
directement dépendante du nombre de sites de relache et de leur probabilité de relache

moyenne.

Ce projet de recherche vise essentiellement a répondre a deux séries de questions.
La premiere série de questions a pour objectif de développer des outils expérimentaux et
portent sur la relation entre la facilitation (F) et la la probabilité de relache moyenne (p)
d’une terminaison, ainsi que sur les informations auxquelles une meilleure
compréhension de cette relation permettrait d’accéder. La deuxieme série de questions
vise a mieux comprendre certains aspects du processus de compétition et d’élimination
synaptique et portent sur la relation entre la régulation de la p et de la t et leur

importance relative dans la détermination des différences de m.

Les résultats seront présentés de maniere a d’abord répondre aux questions nous
permettant de développer de nouveaux outils. Nous verrons ensuite comment ces oulils

nous permettent d’apporter des réponses a la deuxieme série de questions.

3.1 Enregistrement des propriétés synaptiques a une JNM bi-

innervée

D’abord, nous avons entrepris de mesurer par électrophysiologie certaines
propriétés synaptiques des terminaisons en compétition a des JNM de souris en
développement. Chez cette espece, les animaux agés de 7-8 jours postnatals (P7-8)
montrent le plus fort taux de JNM bi-innervées (Darabid et al., 2013; Darabid et al., 2018).
L’électrophysiologie permet de mesurer le contenu quantique (m) et la F d'une
terminaison. Notre premier objectif était done de valider notre méthode en s’assurant
que ces deux propriétés, aux JNM que nous étudions, étaient similaires a ce qui a été

publié précédemment.



Pour ce faire, nous avons sélectionné le muscle soléaire. Ce muscle est
relativement accessible, peut étre isolée en minimisant les dommages a ses fibres et les
MN qui I'innerve sortent de la moelle épiniere par des nerfs spinaux distincets. Cette
derniere particularité est extrémement importante, car un prérequis pour étre en mesure
de distinguer les propriétés synaptiques de deux terminaisons innervant une méme JNM
est de pouvoir observer des réponses évoquées distinctes pour chacune d’elles. Ainsi, en
isolant ces nerfs spinaux les uns des autres afin de pouvoir les stimuler électriquement
de maniere indépendante, il devient possible d’étudier les propriétés synaptiques de
deux terminaisons, dont 'axone emprunte des nerfs spinaux distinets, a la méme JNM

bi-innervée (voir la sous-section 2./ de Méthodologie).

3.1.1 Détermination du contenu quantique

La premiere propriété que nous avons mesurée est le m des terminaisons en
compétition. Comme nous l'avons vu, m =n xp. Cetle propriété représente done la
probabilité de relache cumulative de tous les sites de relache d’une terminaison, ou, plus

: , A <
simplement, le nombre moyen de quanta de neurotransmetteurs qu’elle relachera a
chaque PA. Afin d’évaluer cette propriété de maniere adéquate, et du fait que les
enregistrements sont effectués dans la fibre musculaire cible, il est important de satisfaire

a au moins deux exigences particulieres.

D’abord, il est essentiel d’éviter 'influence des ¢Nay musculaires qui amplifient la
réponse postsynaptique. La technique principale utilisée historiquement afin de
répondre a cette exigence est de diminuer la p des terminaisons en modifiant leur
environnement ionique, plus particulierement la concentration de Ca™ et de Mg” (Del
Castillo et Engbaek, 1954; Del Castillo et Katz, 1954b; Del Castillo et Stark, 1952). En effet,
ceci permet de réduire le m d’une terminaison de maniere a ce que le seuil d’activation
des cNay ne soit jamais atteint. Par contre, puisque la relation entre m et p est linéaire, le
ratio du m de deux terminaisons restera le méme indépendamment de 'environnement
tonique et leur force synaptique relative peut donc étre déterminée de maniere adéquate.
Une autre technique digne de mention est 'utilisation de p-conotoxine, qui permet le

blocage spécifique des cNay musculaires sans modifier le m (Tremblay et al., 2017). Par



contre, le colt de cette toxine rend cette option prohibitive, particuliecrement dans les

situations ou la technique précédemment mentionnée est entierement satisfaisante.

Ensuite, puisque I'objectif est de déterminer la réponse moyenne en termes de
quanta/PA, il faut étre en mesure de déterminer la réponse moyenne correspondant a un
seul quanta. Dans une situation ou une seule terminaison est présente a une JNM, cela
ne représente pas un probleme significatif. En effet, la réponse induite par un seul quanta
peut étre facilement estimée en mesurant la taille moyenne des PPMm, ces évenements

spontanés correspondant justement a la relache non évoquée d'un quanta de

Amplitude moyenne des PPMs

neurotransmetteurs. Dans cette situation, m = Par contre,

Amplitude moyenne des PPMms
lorsque deux terminaisons sont présentes a une JNM, il est impossible de distinguer les

PPMm de chacune d’elles. 1l est donec nécessaire de déterminer le m d’'une autre manicre.

Dans un papier extrémement élégant, Del Castillo et Katz (1954b) ont élaboré une
maniere d’y arriver. D’abord, ils ont montré que la p d’'une terminaison peut étre
diminuée de maniere a ce quun pourcentage significatif des potentiels d’action
n’induisent aucun PPM. Dans ces conditions, montrent-ils, le nombre de quanta
participant aux PPM d’une série de plusieurs observations est distribué¢ de la maniere
décrite par la loi de Poisson (Poisson, 1837, p. 207). Le seul parametre nécessaire afin de
définir une distribution de Poisson est le taux moyen d’évenements, nommé lambda, qui
correspond justement a m, notre inconnu. Une autre particularité des distributions de
Poisson est que toute probabilité non nulle d’aucun événement (soit, dans notre cas,
I’échec d'un potentiel d’action a induire la relache d’un quanta) correspond a un lambda
déterminé. Ainsi, en comptant le nombre de fois ou un échec se produit, il est possible
de déterminer lambda, et donc m. Cette méthode est nommée la méthode des échecs et elle
représente la meilleure facon de déterminer le m de deux terminaisons innervant la
méme JNM, puisqu’elle est uniquement dépendante de 'observation des évenements

évoques.
3.1.1.1 La distribution des PPM observés est similaire a la celle attendue

Nous avons utilisé la méthode des échecs afin de déterminer le m des deux types

de terminaisons, fortes et faibles, en compétition a 19 JNM bi-innervées provenant de 16
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Figure 3.1. Détermination du contenu quantique des terminaisons en compétition.

a. Nuages de points montrant un exemple représentatif de 'amplitude des PPM individuels
observés pour une terminaison forte (en vert, a gauche) et une terminaison faible (en bleu,
a droite) a une JNM bi-innervée. Les points saumon représentent les écheces. Les deux
barres saumon représentent les limites déterminées pour estimer Pamplitude moyenne
approximative d’un quanta (q). b. Histogrammes montrant la distribution des amplitudes
de PPM montrés en (a). Dans chacun des histogrammes, la barre en saumon représente le
nombre d’échecs observés et les points en saumon représentent le nombre d’évenements
attendus selon la distribution de Poisson adaptée (voir méthodologie) pour I'amplitude
correspondante. Cette distribution attendue a été calculée selon le nombre d’échecs
observés et la taille approximative d’un quanta (q) déterminée en (a).

animaux différents. Les concentrations de Ca” (.o mM) et Mg” (6.2 mM) ont été ajustées
de maniere a diminuée la p des terminaisons suffisamment pour bloquer la contraction
musculaire. Entre 180-240 stimulations ont été appliquées a chacune des terminaisons a
une fréquence de o.2 Hz et la terminaison montrant le m plus élevé était considéré
comme forte. La Figure 3.1a montre un exemple représentatif’ de la distribution des

N

amplitudes de PPM individuels enregistrées pour chaque type de terminaison. A partir
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de cette distribution, nous avons estimé la taille moyenne d'un quanta en déterminant
une limite supérieure approximative a 'amplitude d’une réponse unitaire et en calculant
la taille moyenne des réponses inférieures a cette limite. La limite supérieure a été
déterminée en tenant compte du fait qu’il peut étre difficile de discerner une réponse
provoquée par la relache d'un seul quanta ayant une taille plus grande que la moyenne,
d’une réponse produite par deux quanta ayant des tailles plus petites que la moyenne. A
partir de I'estimation de 'amplitude d'un quanta et du nombre d’échecs observés (Figure
3.1b; barres en s: avons calculé la distribution de Poisson adaptée (voi

3.1b; barres en saumon), nous avons calculé la distribution de Poisson adaptée (voir

b ?

méthodologie), correspondant au nombre de réponses attendues par groupes
d’amplitudes (Figure 3.1b; points en saumon), pour la comparer a celle des réponses

observées (Figure 3.1b; barres vertes et bleues).

Bien que la distribution attendue soit approximative, en raison du fait que
Pamplitude moyenne réelle d'un quanta est inconnue, il est possible de voir que la
distribution des réponses observées lui est tres similaire. Ceci confirme que les
terminaisons enregistrées ont un comportement synaptique normal et que le m calculé

est représentatif.

3.1.1.2 Les jonctions étudiées se trouvent a des stades divers de

compétition

Comme nous I'avons vu, une des particularités de I’élimination synaptique est
qu’elle se produit de maniere asynchrone aux différentes JNM d’un muscle. Ainsi, les
terminaisons a des jonctions bi-innervées d’animaux P7-8 peuvent se retrouver a des
stades de compétition tres variés. Dun point de vue électrophysiologique, le stade de la

compétition a une JNM bi-innervée est habituellement déterminé en calculant le ratio de

. . Meort .
force synaptique des terminaisons (=) (Colman et al., 1997; Kopp et al., 2000).
Y Myaible P IO ’

Si les JNM étudiées proviennent d’une population aléatoire non biaisée, elles
devraient se retrouver a plusieurs stades distinets du processus de compétition. En effet,
la Figure 3.2 montre que la terminaison la plus forte était de 1 a 79 fois

plus forte que sa compétitrice. Ces données démontrent que notre échantillon provient
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Figure 3.2. Les JNM étudiées se trouvaient a des stades de compétition divers.

Histogramme de la distribution des ratios de force synaptique des terminaisons en
compétition aux JNM étudiées. Notez la diversité des ratios observés.

de JNM a divers stade du processus de compétition et suggerent que nos données sont

représentatives de la variabilité inhérente a ce phénomene.

3.1.2 Détermination de la facilitation

La deuxieme propriété que nous avons mesurée est la facilitation (F). Il a déja été
démontré que la F est inversement relié¢ a la p, et ce, aussi bien dans le CNS (Dobrunz et
Stevens, 1997) qu’a la JNM (Kopp et al., 2000). Ainsi, il est intéressant de la mesurer afin
d’extraire de l'information supplémentaire par rapport a la p des terminaisons en

compétition.

La F est mesurée en appliquant une stimulation appariée (Del Castillo et Katz,
1994¢; Katz et Miledi, 1968), soit deux stimulations dans un intervalle de moins de ~ 50 ms

(Dobrunz et Stevens, 1997; Kopp et al., 2000; Magleby et Zengel, 1982). Ce protocole de
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Terminaison forte Terminaison faible

F=1.271 | F=1.454 |

Figure 3.3. Les deux types de terminaisons montrent une F a la JNM bi-innervée.

Tracés représentaltifs des réponses synaptiques induites par application d’une stimulation
apparié¢e (10 ms d’intervalle) a une terminaison forte et une terminaison faible. Dix tracés
bruts sont montrés en gris foncé et leur moyenne est montrée en noire. Notez que les deux
types de terminaisons montrent une facilitation (F) de la réponse a la deuxieme stimulation.
Echelles : verticale = 1 mV; horizontale = 10 ms.

stimulation permet d’observer une augmentation de la taille moyenne de la réponse a la
deuxieme stimulation par rapport a celle de la premiere (Figure 3.3). La F serait due a la
présence, lors de la deuxieme stimulation, de Ca® résiduel (Cay) présent dans le
microdomaine des zones actives. Ainsi, de maniere intuitive, la F est diminuée a mesure

que l'intervalle entre les stimulations appariées est augmenteé.

3.1.2.1 Le niveau de facilitation des terminaisons faibles est plus ¢levé

Ainsi, nous avons utilisé la méthode des stimulations appariées, avec un intervalle
de 10 ms, pour déterminer la F des deux types de terminaisons aux JNM étudiées. 1l s’agit
de I'intervalle le plus petit nous permettant de discerner clairement le PPM induit par
chacune des stimulations et celui ou, a la JNM de souris, la F est maximale (Kopp et al.,
2000). Dans 14 cas sur 19, la F de la terminaison faible était supérieure a celle de la
terminaison forte (Figure 3.4a). Dans les 5 autres cas, le fait que la terminaison forte ait
une F supérieure a celle sa compétitrice ne semblait pas étre relié¢ a la valeur de m absolu
respective d’aucune des deux terminaisons (Figure 3.4b). Dans 'ensemble (Figure 3.4c),
les terminaisons faibles avaient une F supérieure a celle des terminaisons fortes (p = 0.03;
Test des rangs signés de Wilcoxon, bilatéral). Ainsi, ces données sont similaires a celles
déja publiées sur le sujet et confirment la relation inverse entre la F et le m des
terminaisons aux JNM étudiées (Darabid et al., 2013; Darabid et al., 2018; Kopp et al.,

2000).
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Figure 3.4. Le niveau de facilitation des terminaisons faibles est plus élevé.

a. Nuage de points montrant la relation entre la F des terminaisons faibles et fortes. Chaque
point représente une JNM. Dans 14 cas sur 19, la terminaison faible a une F plus élevée que
la terminaison forte, tel que démontré par la localisation du point au-dessus de la ligne
pointillée ayant une pente de 1. b. Nuage de points montrant la relation entre la F et le m
des terminaisons fortes (en vert) et faibles (en bleu). Les terminaisons a une méme JNM
sont reliées par une ligne pointillée. Notez la relation inverse entre F et m dans 14 cas sur 19
et I'absence apparente de corrélation entre le fait qu'une terminaison forte ait une F
supérieure a sa compétitrice et leur niveau de m absolu respectif. ¢. En moyenne, la F des
terminaisons faibles étaient plus élevée que celle des terminaisons fortes (p = 0.03; Test des
rangs signés de Wilcoxon, bilatéral).
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Figure 3.5. Les différences de facilitation augmentent conjointement aux ratios de force
synaplique.

Nuage de points montrant que la F des terminaisons faibles (en bleu) a tendance a
augmenter progressivement a mesure que le ratio de force des terminaisons augmente,
contrairement a celle des terminaisons fortes (en vert). La droite de régression des
terminaisons faibles est montrée en bleu et celle des terminaisons fortes est montrée en
vert. L’espace coloré montré de chaque coté des droites de régression représentent
I'intervalle de confiance a g5 %. Les pentes des deux droites de régression sont
significativement différentes (p < o.00o01, Test I de la somme des carrés Lxtra, I = 3.51).

3.1.2.2 Les différences de facilitation augmentent conjointement aux ratios

de force synaptique

Bien que nous ayons observé que les terminaisons faibles ont une F généralement
plus élevée que les terminaisons fortes, Kopp et al. (2000) ont montré que la différence
entre leur F respective augmentait conjointement a 'augmentation de leur ratio de force
(mforte

———). Nous avons voulu confirmer cette observation. De fait, la F des terminaisons
faible

faibles étudiées avait tendance a augmenter a mesure que le ratio de force des
terminaisons augmentait (pente de la droite de régression > o, p < o.0001, Test I¥ de la
somme des carrés Lxtra, I = 41.72) et les pentes des droites de régression expliquant la
progression de la F des deux types de terminaisons étaient significativement différentes

(p < o.0001; Test I de la somme des carrés Lxtra, F = 39.51). Ainsi, ces données
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confirment, encore une fois, que nos observations sont en accord avec les données
précédemment publiées et que, de maniere générale, le ratio de F des terminaisons en
compétition, et donc possiblement leur ratio de p, a tendance a augmenter a mesure que

le processus de compétition synaptique progresse.

3.2 La relation entre la facilitation et la probabilité de relache

Jusqu’ici, nous avons étudié la relation entre la F des terminaisons et leur rapport
de force. L’intérét principal de mesurer la F est en raison de sa relation inverse avec la p,
nous espérons ainsi obtenir plus d’information sur cette derniere. Par contre, la maniere
dont ces deux propriétés sont reliées demeure mal définie a la JNM et Pinterprétation des
différences de F entre deux terminaisons en compétition demeure donc risquée. Etre en
mesure de clarifier cette relation pourrait done potentiellement ouvrir la porte a mettre
sur pied des expériences permettant de mieux sonder la régulation de la p, 'impact de

celle-ci sur I'élimination synaptique ainsi que sa relation avec la régulation de la t.
A g

Cette section présente donc nos résultats concernant I'établissement d’une

relation plus précise entre la F et la p pour les terminaisons a la JNM en développement.

3.2.1 Considérations particuliceres

La relation entre la F et lap a été étudiée de maniere détaillée par Dobrunz et
Stevens (1997) a des synapses de 'hippocampe ne possédant qu'un seul site de relache (n
= 1). Dans ce contexte, la p et le m sont équivalents. Les auteurs ont enregistré la p et la
F de plusieurs de ces synapses et ont réussi a développer une équation élégante leur
permettant d’expliquer la relation entre ces parametres de maniere extrémement

satisfaisante. L’équation est la suivante :

_1-(1-p)°
B p

F

ou ¢ est un facteur de facilitation. Cette équation repose sur le concept que la facilitation
est une augmentation temporaire de la p. Elle est donc construite a la maniere d’un ratio
entre la p lors de la deuxieme impulsion d’une stimulation appariée (terme du haut) sur

la p lors de la premiere impulsion (terme du bas). Le terme du haut, malgré les



apparences, esl assez simple a comprendre. D’abord, si 'on enleve le terme ¢, la F sera
de 1 (done nulle) peu importe la p. La F est donc completement déterminée par ¢.
Ensuite, il est assez aisé d’observer que ¢ possede une relation positive avec F. Ainsi,

I’augmentation de ¢ menera a une augmentation de F.

Bien que cette forme générale de I’équation semble adéquate, il est nécessaire de
mieux définir @. D’abord, en raison de la relation entre le Ca, et la F, les auteurs
proposent une relation entre ¢ et une puissance de ce Cay. Ils émettent donc
I'hypotheése que le Ca, ~pP, ot f est une constante qui varie en fonction du temps a

mesure que le Ca,s diminue, et propose I’équation

@ = upf

ott u est une fonction qui décrit la relation entre @ et pP, et qui serait dépendante de
I'intervalle entre les deux stimulations appariées. Bien que u et f puissent sembler
similaires en raison de leur dépendance au temps, il est intéressant de noter que u est
déterminée de maniere externe par le contexte expérimental alors que f serait une
propriété intrinseque des terminaisons relevant de la maniere dont elles gerent le Ca,g,.
Ces deux parametres varient done vraisemblablement de maniere différente. Ensemble,

.. s s .
ces propositions permettent de poser I'équation

1-1-p*
ra—

F= équation 1

Cette équation (équation de Dobrunz et Stevens) stipule que la facilitation serait
dépendante de la p, ainsi que de deux parametres, dont I'un est dépendant de la gestion

du Ca, et 'autre de I'intervalle entre les deux stimulations appariées.

3.2.2 Adaptation de I’équation de Dobrunz et Stevens

Considérant que les parametres définissant I'équation de Dobrunz et Stevens
(1997) (équation 1) dépendent de propriétés qui, a priori, sont applicables aussi a la JNM,
nous avons tenté de ladapter. La premiere difficulté est que, contrairement aux

terminaisons de I’hippocampe, les terminaisons a une JNM possedent plusieurs sites de



relache (n > 1). Cela implique que la F mesurée est reliée a la probabilité de relache

cumulative de la terminaison, soit son m, et non sa p.

Par contre, nous savons aussi que la relation entre la p et le m d’une terminaison
est linéaire. Ainsi, lorsque les conditions ioniques diminuent la p d’une terminaison de
maniere a ce que son m = 1, 'échelle de la courbe décrite par I’équation 1 peut étre alignée
a celle de m de maniere a ce que p, = m (courbe en saumon, Figure 3.6). Notez ici le
changement de notation pour la probabilité de relache. Suite a cette normalisation, et
comme nous venons de le noter, la probabilité qui est déterminée par la nouvelle échelle
n’est plus la probabilité de relache moyenne (p) de chacun des sites de relache, mais bien
la probabilité de relache cumulative normalisée selon n (p,) de tous les sites de relache.
Pour I'instant, p, et m sont équivalents. Mais nous verrons bientot qu’une modification

a I’équation 1 fera en sorte que ce ne sera pas toujours le cas. Pour I'instant, I’équation 1

prend la forme

e

Pn

F équation 2

Ainsi, afin de comprendre cette normalisation, imaginons une terminaison,
dénotée par un 4, pour laquelle m; =1 et F; = 1 (point en saumon et a droite, Figure 3.6).
Puisque I’échelle de m; et celle de la p,, sont équivalente pour le moment, la terminaison
aura une p,; = L. Si celle lerminaison conserve un n (ny) constant, mais que pp,, et done
my, diminuent a 0.4, la courbe décrite par I’équation 2 prédit que cette terminaison aura
maintenant une F; = 1.5 (point en saumon et a gauche, Figure 3.6). Bien que les
parametres de I'équation ne soient pas encore ajustés afin de prendre en compte les
particularités de notre protocole expérimental, ceci décrit d'une facon générale la

maniere dont la relation entre m; et F; devrait varier dans une circonstance semblable.

Maintenant, imaginons une seconde terminaison, dénotée par un ,, qui, dans les
mémes condilions expérimentales, a un m, = o.1. Si celle terminaison a aussi F, = F; = 1.5
(point en bleu, Figure 3.6), et donc une p, équivalente a la premiere, cela veut dire qu’elle

a quatre fois moins de n que la premiere terminaison. En effet, a p, égale,

n, = 2 puisque 2t = 2 =4
2 — o pulsque T =0T T A4
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Figure 3.6. L’équation de Dobrunz et Stevens peut étre normaliser selon n.

Diagramme montrant la relation entre deux courbes générées a partir de I'équation de
Dobrunz et Stevens (équation 1) avec les parametres simplifiés u = 1 et f = -0.5. La courbe
bleue possede les mémes parametres que la courbe saumon, a la différence qu’elle a été
normalisée en utilisant le facteur de normalisation selon n, f,= 0.25 (détermine le début
d’une courbe, soit le m ou une elle croise F = 1). Notez que les points se trouvant a F = 1.5
possedent une p, équivalente. Cela découle de la propriété de mise a I'échelle de ces
courbes. En effet, un méme ratio (fleches et boites jaunes) entre le m d’un point et le f, de
sa courbe associée équivaut toujours au méme p,. De plus, un méme p,, est toujours associé
a une méme F.

Comment peut-on, des lors, modifier I'équation 2 afin qu’elle décrive la variation de la
relation entre m, et F, pour la deuxieme terminaison lorsque son p,, change, mais que n,

reste conslant, et ce, en tenant compte de I'échelle de m,?

Puisque la relation entre m, n et p est linéaire, la p,, peut étre mise a I’échelle sur
des m différents de 1. La solution est donc d’intégrer a I’équation 2 un facteur de

ot . cone e _ — 095 Ted _ " .
normalisation selon n (f,), sous la forme f,, = n_lenl = 0.25. lei, fyy = 1 puisque la

premiere courbe est alignée am = 1. Le role de f,, peut étre visualisé en regardant la
courbe du point bleu de la Figure 3.6. Ce parametre détermine le point de départ de cette

courbe (0.25). Ainsi, la probabilité de relache cumulative normalisée selon n de la

m, 01

oz 0.4 = Pn1- La courbe bleue peut étre décrite selon
n2 .

deuxieme terminaison p,, =

I’équation



my B B

— mz

B 1-(1-72)"Tn2 _(1-M2 ug55

F, = 1-(1-pp)"Pn2" ( fnz) _ 1 (1—559) %%
2= p - mz - mz
n2 fnz 0.25

Il est important de mettre 'emphase sur la relation qui unit les courbes bleue et
rouge a la Figure 3.6. La p, d’un point est toujours égale au ratio entre son m et le f;, de
sa courbe associée (fleches noires et boites jaunes, Figure 3.6). De plus, deux courbes

Mpoint

croiseront toujours F au méme point a des ratios égal . Ainsi, le ratio de n entre les

n

points sur deux courbes correspond au ratio du f, entre ces courbes. Pour comprendre
le role du terme f,;; dans la définition de f,,;, imaginons que la courbe de départ (en

saumon) soit alignée a m = 0.5 au lieu de m = 1. Dans cette condition, m; serait réduit de

e, . . n . m 0.2 . . n
moitié, ainsi n, = 71, puisque m—l =5T Si on tentait de calculer f,, = n—z = 0.5, la courbe
2 . 1

bleue serait alignée au méme endroit que la courbe saumon. Comme nous 'avons
mentionné, le f; d’'une courbe correspond au m auquel elle est alignée. Ainsi, f,; = 0.5.

~ . N n . . . ,
On integre done ce terme et f, = n—z X fo1 = 0.5 X 0.5 = 0.25. Il est ainsi possible de créer
1

une nouvelle courbe a partir de n’importe quelle autre courbe, du moment ou le f, de la

courbe source est connue.

Cette section avait pour objectif principal de démontrer applicabilité théorique
de I'équation de Dobrunz et Stevens a I’étude de terminaisons ayant un n > 1. Nous avons
monlré que celte possibilité émanait de la relation linéaire entre m, p et n. En effet, la p,
de deux terminaisons peut étre comparée en normalisant selon leur n relatif, et le ratio

de leur p, est proportionnel au ratio de leur p.

3.2.3 Détermination de la relation entre la facilitation et la probabilité

de relache aux JNM étudiées

La section précédente nous a permis de développer une meilleur compréhension
de la relation entre la F et lap a la JNM, ou le n > 1. Dans la présente section, nous
verrons comment cette compréhension nous permet de mettre sur pied une méthode afin
d’évaluer la p, des terminaisons en compétition aux JNM en développement enregistrées

lors de cette étude.
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Figure 3.7. Les courbes des différents points sont déplacées le long de 'abscisse

proportionnellement a leur n relatif.

La courbe décrite par I'équation de Dobrunz et Stevens associ¢e a chacune des
terminaisons que nous avons étudiées sera déplacée la long de I'axe des abscisse dans une
proportion équivalente a son n relatif.

3.2.3.1 Ajustement de I'équation de Dobrunz et Stevens

Le modele théorique que nous venons de présenter semble posséder les attributs
nécessaires afin d’expliquer adéquatement la relation entre la F et la p aux terminaisons
de JNM. Par contre, les parametres u et f déterminés par Dobrunz et Stevens (1997)
¢taient adaptés a leurs conditions expérimentales. Nous avons donc mis au point une

maniere d’ajuster ces parametres a nos propres données.

Idéalement, les parametres devraient étre ajustés en utilisant des terminaisons
ayant un n identique. Cela permettrait de minimiser la variance due au fait que, bien que
toutes les courbes partagent les mémes parametres u et §, ces mémes courbes seront
déplacées horizontalement sur I'axe de p, (Figure 3.7) dans une proportion dépendante

du ratio de n entre les terminaisons. Afin de minimiser ce probleme et de maximiser le
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nombre de terminaisons utilisables dans I'analyse, nous avons gardé les terminaisons
séparées selon leur groupe de force respectif (fortes et faibles). Cela permet de réduire la
variance induite par le fait que les JNM ont des n variables dans chacune des populations

servant a ajuster les parametres décrivant les courbes.

Nous avons utilisé une analyse de régression non linéaire pour ajuster les
parametres de I'équation a chacune des deux populations de terminaisons. L’équation
utilisée pour cette analyse est la suivante :

m w2’

1-(1 —E)”ﬁ

F= T
fa

ou la probabilité de relache cumulative moyenne, normalisée selon n, de chaque

. . . - m . , . . A
population de terminaisons p_ = T Le terme de droite de cette équation, qui doit étre
n

ajusté, contient une variable indépendante, m, et trois parametres, f,, u et f. Afin de
trouver une courbe uniforme pour les deux populations, les parametres u et § de la
solution finale ont été contraint d’étre les mémes pour les deux populations. Le
parametre f,, a été laissé libre de varier afin de permettre de tenir compte de la différence

potentielle entre le n moyen des terminaisons de chaque population.

Afin de diminuer la variance introduite par des terminaisons ayant un n tres
différent de la moyenne de leur population, une méthode statistique a été utilisée afin
d’identifier et d’éliminer les données aberrantes avec un coefficient de sensibilité
relativement élevé (QQ = 30%) (Motulsky et Brown, 2006). Les courbes résultantes de notre
analyse sont présentées a la Figure 3.8a et les trois données aberrantes identifiées et

¢liminées sont désignées par un contour saumon.

Les valeurs de meilleur ajustement pour les différents parametres sont u = 0.964,
p = -0.5u7, f, (terminaisons faibles) = 0.266 et f,; (terminaisons fortes) = 0.598.
L’hypothese que la courbe ayant le meilleur ajustement pour les deux populations
partage le méme n a été rejetée (p = 0.0002, Test I de la somme des carrés Lxtra, F =

18.09), ce qui suggere que le n moyen des terminaisons faibles est inférieure a celui des
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Figure 3.8. Ajustement des parametres de ’équation de Dobrunz et Stevens aux

données recueuillis.

a. Nuage de points montrant les courbes d’ajustement de I'équation de Dobrunz et Stevens
aux terminaisons fortes (en vert) et aux terminaisons faibles (en bleu). Les points ayant un
contour saumon ont été identifier comme données aberrantes et éliminées de analyse. b.
Diagramme de la relation attendue entre les courbes des terminaisons faibles (en bleu) et
des terminaisons fortes (en vert) si leurs différences de m étaient dues principalement a des
différences de p (haut), a des différences de p et de n (centre) ou principalement a des
différences de n (bas). Noter la ressemblance entre I'hypothese de la contribution de
différences de p et de n et les résultats obtenus en (a). ¢. Diagramme montrant les courbes
générées par I'équation ajustée a nos données (en jaune), celle ajustée aux données de
Dobrunz et Stevens (1997) (en saumon, pointillée) et celle dite simplifiée (en noir,
pointillée). Notez la ressemblance entre la courbe ajustée a nos données et cette derniere.

82



terminaisons fortes. De plus, la relation entre les courbes (Kopp et al., 2000) suggere que
les différences de m entre les terminaisons fortes et les terminaisons faibles s’expliquent
par des différences au niveau de n et de p (Figure 3.8b, centre). En effet, si les différences
de m étaient dues principalement a des différences de p, les courbes auraient un f,
similaire et la seule différence entre les courbes serait que celle des terminaisons faibles
tendrait vers des valeurs de F plus élevées (Figure 3.8b, haut). Finalement, si les
différences de m étaient due principalement a des différences de n, la courbe des
terminaisons faibles ne tendrait pas vers des valeurs de F plus élevées (Figure 3.8b, bas),

comme c’est le cas.

Puisque le n des différentes terminaisons d’une population peut potentiellement
varier grandement, il était important de s’assurer de la normalité de la distribution des
valeurs résiduelles. Il s’agit d’une condition nécessaire afin de pouvoir conclure que la
courbe résultante est celle se rapprochant de la courbe décrivant la relation entre m et F
pour le n moyen de la population étudiée. L’hypothese nulle que les valeurs résiduelles
sont distribuées de maniere normale n’a pas été rejetée par le test de D’Agostino et

Pearson omnibus K2 (terminaisons forte : p = 0.79; terminaisons faibles : p = 0.18).

Finalement, la Figure 3.8¢ montre les courbes obtenues par trois équations
différentes : (1) celle que nous venons d’ajuster a nos données (en jaune), (2) celle ajustée
aux données de Dobrunz et Stevens (1997) (en saumon, pointillée) et celle dite simplifiée,
proposée par ces mémes auteurs (en noire, pointillée). La ressemblance entre la courbe
ajustée a nos données et celle de I'équation simplifiée est frappante et suggere que la
méthode que nous avons développée pour adapter cette équation a nos conditions

expérimentales est adéquate.

3.2.3.2 Relation entre la facilitation et la probabilité de relache ajustée

Dans la section précédente, nous avons adapté les parametres de I'équation de
Dobrunz et Stevens a notre contexte expérimental. Ainsi, I'équation qui permet de

décrire la relation entre la F et la our les terminaisons que nous avons étudiées est
n



—0.5117
1_(1_pn)0.964pn

Pn

F =

La Figure 3.9 montre cette relation, ou la p, de chaque terminaison correspond
au point sur la courbe jaune qui est aligné verticalement a sa valeur de F. Il est intéressant
de noter que la courbe de la p,, croise F =12 0.93. D’abord, ceci implique qu’il aurait été
impossible de discerner des terminaisons ayant une p, supérieure a ce seuil. Cette
caractéristique de la courbe est liée a la valeur du parametre u lorsque ce dernier est plus
petit que 1, ce qui a pour conséquence de faire correspondre certain de ses points a des

F < 1. Notez que la courbe change ensuite de direction pour revenir croiser F =1ap, =1

Comment expliquer ce phénomene? D’abord, u dépends théoriquement de
I'intervalle entre les stimulations appariées. Ainsi, nous suggérons u’une terminaison a
une JNM en développement doit avoir une p,, < 0.93 afin de produire une facilitation lors
d’une stimulation appariée avec un intervalle de 10 ms. Cette hypothese suppose qu’afin
d’étre en mesure de distinguer les terminaisons ayant une p, > 0.93, il aurait fallu soit (1)
diminuer la p, de toutes les terminaisons en ajustant I’environnement ionique ou (2)
diminuer I'intervalle de la stimulation apparié¢e. Bien que cette limitation ne nous ait pas
posé de probleme, puisque toutes les terminaisons examinées avaient une F > 1, elle
permet de suggérer une explication a I'observation par d’autres (Kopp et al., 2000) que la

F de certaines terminaisons puisse étre inférieure a 1.

Ensemble, les résultats présentés jusqu’ici permettent de confirmer, d’abord, qu’il est
possible de mieux caractériser la relation entre la F et la p a la JNM, méme si les
terminaisons de celle-c1 ont des n > 1. Ceci découle de la relation linéaire entre m, n et p
qui permet a la relation entre la p et la p,, des différentes terminaisons d’étre normalisée
selon n. Ensuite, nous avons montré que cette compréhension de la relation entre F et
Pn. @ la JNM, permet de déterminer les parametres de I’équation de Dobrunz et Stevens
qui la régissent. 1l nous a ainsi été possible de déterminer la p, relative de toutes les
terminaisons étudi¢es. Nous verrons dans les sections subséquentes comment la
connaissance de ce parametre nous permet d’extraire de I'information concernant la
couverture territoriale relative des terminaisons et, ultimement, d’utiliser ces
informations pour sonder la dynamique sous-jacente a la régulation de la probabilité de

relache et de la couverture territoriale lors de la compétition synaptique.
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Figure 3.9. Relation entre la facilitation et la probabilité de relache ajustée aux

données.

Nuage de points montrant la relation entre la F et la p, (axe = courbe en jaune) des
terminaisons fortes (en vert) et faibles étudiées (en bleu). Chaque point sur I'axe de la F est
associée au point qui lui est aligné verticalement sur I'axe de la p,,. Les points sont distribués
sur I'axe verticale en fonction de leur m, par soucis de clarté, mais cette distribution
n’influence pas la relation entre la F et la p,, d'un point. La courbe de la p, croise F = 1 a
0.93 (en saumon), indiquant que, dans nos conditions expérimentales, il aurait été
impossible de départager les terminaisons ayant une p, au-dessus de ce seuil.

3.3 Intermede : concernant la maniere dont la compétition

synaptique est ¢tudiée lors du développement de la JNM

Jusqu’ici, nous avons été en mesure de déterminer la p, et lam de chacune des
terminaisons a plusieurs JNM bi-innervées. Par contre, pour étudier le processus de
compétition synaptique, il est nécessaire de mettre en relation les propriétés des
différentes terminaisons a une méme JNM. Cette section a done pour objectif de clarifier
les différents indices qui seront utilisés dans les étapes subséquentes de notre étude et

qui permettent d’établir ces relations.
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D’abord, rappellons que I'équation qui décrit la relation entre les propriétés

synaptiques d’une terminaison est

m=d, XtXp.

Celte équation peut étre ré-éerite afin de décrire la relation entre deux terminaisons a

une meéme JNM bi-innervée

Mfaible dnfaible % tfaible X p_faible

Mforte d‘flforte trorte Prorte

Cette nouvelle équation nous permet d’exprimer le m relatif des terminaisons
comme une fonction du ratio de leurs différentes propriétés synaptiques. Ainsi, les
différences de m devraient étre completement expliquées par une combinaison des
différences de d,, de t et de p. Rappelons que nous assumons que la d,, des terminaisons,
fortes el faibles, reste constante au cours du développement. Nous validerons ce postulat

dans une section subséquente. Ainsi, nous pouvons ré-écrire I’équation sous la forme

Mfaible

_1 % traible x p__faible’
Mforte 1 trorte Dforte

Myraible  traible % Dfaible

Mforte trorte Dforte

Ainsi, s1 nous créons les indices

. m ibl
Indice m = L2k
Mforte
. traible
Indice t = ==
forte

. Praible  Pnfaibt .
Indice p = L2 — S22 (yoir Annexe 11),
DPforte Pnforte

il devient possible de réécrire I’équation sous la forme
|
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Indice m = Indice t X Indice p.

Chacune des propriétés synaptiques peut ainsi étre (1) comparer individuellement
et (2) mis en relation avec les autres. Nous utiliserons ces trois indices afin d’effectuer la

plupart des analyses dans les sections subséquentes.

<mfaible>

Remarquez que I'Indice m est I'inverse du ratio de forces synaptiques

Mforte

, , s . m t . s e . . . < s . .
présenté précédemment (%, Figure 3.2). La décision d’inverser ce ratio a été prise
faible

principalement afin de faciliter I'analyse et la présentation des données, puisque, par
définition, les Indices m de toutes les terminaisons auront des valeurs entre o et 1. Cet
avantage deviendra évident dans les sections subséquentes. De plus, comme nous I'avons
vu, 'Indice m peut étre vu comme une mesure du stade de la compétition. Selon notre

définition de cet indice, plus il est bas, plus la compétition est a un stade avancé.

3.4 La force synaptique et la probabilité de relache permettent

de connaitre la couverture territoriale relative

3.4.1 Relations théoriques

Nous avons maintenant mis en place toutes les notions nécessaires afin de
poursuivre notre analyse. Il reste toutefois a répondre a une question concernant le
développement d’outils, soit de savoir qu’elles informations par rapportau n ouala t des
terminaisons nous pouvons extraire a partir des données de m et de p, que nous avons
recueuillis. Nous pouvons répondre a cette question par deux approches distinctes, mais

équivalentes.

La premiere méthode est de se rappeler que nous connaissons maintenant les
parametres pour les courbes de Dobrunz et Stevens décrivant nos données. Ainsi, a une
JNM donnée, le ratio du f, des courbes associées a chacune des terminaisons représente
le ratio des n de ces terminaisons. Par exemple, a la Figure 3.10a, le ratio du f;; de chacune

des courbes = 0.557, ce qui équivaut au ratio de leur n.
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Figure 3.10. La connaissance de la probabilité de relache et de la force synaptique des

terminaisons en compétition permet de déterminer leur couverture territoriale relative.

a. Diagramme montrant les courbes de Dobrunz et Stevens pour deux terminaisons
innervant une méme JNM. La courbe de la terminaison faible (en bleu) a une f;, = 0.249,
alors que celle de la terminaison forte (en vert) a une f, = 0.447. Puisque le f;, des courbes
est relié a leur ratio de n, ces données impliques que la terminaison faible possede 0.557
fois le nombre de sites de relaches de la terminaison forte (voir équation sur le diagramme).
b. Lorsque le m et la p, des deux terminaisons en compétition a une JNM bi-innervée sont
connus, I’équation décrivant le rapport entre leur m, leur n et leur p, (1) peut étre utilisée
afin d’isoler leur n relatif (4). Notez que cette technique est équivalente a celle décrite en
(a). c. Equati()n montrant que le n relatif de deux terminaisons en compétition a une JNM
bi-innervée est équivalent a leur t relatif. Cette équivalence repose sur le postulat que la d,
des terminaisons faibles et fortes est équivalente.

La deuxieme méthode est d’utiliser I'équation de la relation entre les parametres
synapli de d ssentée dans la secti ceéd La Fi 3.10l
synaptiques de deux terminaisons présentée dans la section précédente. La Figure 3.10b
montre comment calculer le n relatif des deux terminaisons présentées dans le
paragraphe précédent en utilisant cette méthode. Il est aisé de constater que les deux

méthodes sont équivalentes.

Finalement, puisque que nous avons posé le postulat que la d;; des terminaisons

faibles et fortes était égale au cours du développement, la différence entre le n de deux
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terminaisons en compétition a une JNM bi-innervée est équivalente a la différence de

leur couverture territoriale (Figure 3.10c¢).

Ainsi, en théorie, les informations que nous avons recueuillis jusqu’ici concernant
le m etla p, nous ont permis d’estimer la couverture territoriale relative des terminaisons
aux JNM étudiées. Dans la prochaine section, nous présenterons les résultats de la

validation de cette théorie.

3.4.2 Validation de la couverture territoriale estimée

Les sections précédentes ont permis de démontré que, d’'un point de vue
théorique, la connaissance du m et de la p,, des terminaisons en compétition a une JNM
bi-innervée est suffisante pour estimer leur couverture territoriale relative. Cette théorie
repose, d’abord, sur le postulat que la d;, des terminaisons faibles et fortes est, et reste,
équivalente tout au long de la compétition synaptique. Ensuite, elle dépend du fait que
la méthode utilisée afin de déterminer la p, a partir de la F soit adéquate. Afin de valider
ces deux points, nous avons déterminé la couverture territoriale réelle des terminaisons

en compétition a 4 des JNM étudiées et 'avons comparée aux prédictions théoriques.
I

3.4.2.1 Observation et quantification de la couverture territoriale

Afin de déterminer la couverture territoriale respective des terminaisons faibles et
fortes a une méme JNM, nous avons utilisé une technique permettant I'internalisation de
marqueurs fluorescents lipophiliques distinets dans leurs vésicules synaptiques.
Brievement, suite a I'enregistrement des propriétés synaptiques, la préparation nerfs-
muscle a été incubée avec de I'a-Bungarotoxine (@-btx) conjuguée a un fluorophore afin
de visualiser la plaque de récepteurs postsynaptiques. Ensuite, la préparation a été
incubée avee un marqueur FM4-64. Une stimulation haute-fréquence (SHF) a ensuite été
appliquée a une des deux terminaisons, produisant une relache massive de vésicules
synaptiques. Lors de leur recapture, la membrane des vésicules synaptiques contenait le
marqueur fluorescent FM qui pouvait ainsi étre internalisé. La procédure a ensuite été
répétée avec un marqueur FMi-43 et en stimulant 'autre terminaison. Ainsi, celte

technique permet de visualiser la couverture territoriale de chacune des terminaisons en
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Figure 3.11. Observation et quantification de la couverture territoriale.

a. Exemple représentatif de la couverture territoriale de deux terminaisons en compétition
a une JNM du muscle soléaire d’une souris P7. La premiere rangée montre une projection
a intensitée maximale de la fluorescence brute représentant les vésicules synaptique de
chacune des terminaisons (faible en bleue, forte en vert) et la plaque de récepteurs
postsynaptique (a-bix en gris). Les structures fluorescentes ont été reconstruites a 'aide
du logiciel Imaris. Un plugiciel sur mesure a été mis sur pied afin de déterminer de maniere
non-biaisée la couverture territoriale de chacune des terminaisons (voir méthodologie). Le
jaune représente le chevauchement de la couverture des terminaisons. Echelle = 5 pm.
b. Diagrammes montrant le résultat de Danalyse de quantification de la couverture
territoriale avant (haut) et apres (bas) la redistribution de la couverture de chauvauchement
(jaune) de maniere égale entre les deux terminaisons.

compétition a une JNM bi-innervée. La premiere rangée d’images de la a montre un
exemple représentatif des données de fluorescence brutes acquises en utilisant cette

technique.

Afin de quantifier la couverture territoriale de chacune des terminaisons, nous
avons d’abord déterminé le seuil du signal spécifique de maniere non biaisée pour
chacune des structures (terminaison faible, terminaison forte et plaque de récepteurs
postsynaptiques; voir méthodologie). Ensuite, comme le montre la deuxiecme rangée
d’images de la a,nous avons reconstruit chacune des structures en utilisant le logiciel

Imaris. Finalement, nous avons développé des plugiciels Imaris personnalisés afin de

90



quantifier la couverture territoriale de chacune des terminaisons (troisicme rangée

d’images, a; voir méthodologie).
ges, a; g

La b montre le résultat de la quantification de la couverture territoriale de chacune
des terminaisons a la JNM montrée en (a), sous forme d’un pourcentage de courverture
de la plaque de récepteurs postsynaptiques. Noter que le territoire couvert par les deux
terminaisons (territoire de chevauchement) a été redistribué de maniere égale entre elles.
L’observation du territoire de chevauchement est sans-doute due a la limite de résolution

. . . e , N
optique de notre systeme d’imagerie. Ainsi, ces données permettent de calculer 'Indice
t observé de la JNM a I’étude. Par exemple, pour la JNM montrée a la

trai 40.0
LoBE - —— - 1.26.

Indice t =
tforte 335

Ainsi, la terminaison faible couvre 1.26 fois le territoire couvert par la terminaison forte.

3.4.2.2 Comparaison des observations aux prédictions théoriques

D’abord, la Figure 3.12a montre la comparaison des Indices t observés (ronds) et
théoriques (triangles), en fonction de leur Indice m, pour chacune des quatre JNM
¢tudiées. La premiere chose a remarquer est la proximité entre les prévisions et les
observations, qui suggere ue nos prévisions sont relativement précises. Ensuite, comme
nous I'avons mentionné précédemment, I'Indice m peut étre vu comme une mesure du
stade de la compétition. Ainsi, il est intéressant de noter la tendance de I'Indice t a
diminué en parallele a I'Indice m. Cela suggere que la couverture territoriale de la
terminaison forte devient graduellement supérieure a celle de la terminaison faible a
mesure que le processus de compétition progresse. Il est aussi intéressant de noter que
la JNM ou la terminaison faible couvre un plus grand territoire que la terminaison forte
(en turquoise) est aussi celle ou I'Indice m est le plus élevé, suggérant qu’a cette JNM le

processus de compétition a relativement moins progressé.

9!
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Figure 3.12. Validation que les différences de probabilité de relache et de couverture

territoriale expliquent entierement les différences de force synaptique.

a. Nuage de points montrant la relation entre les Indices t observés (ronds) ou théoriques
(triangles) et I'Indice m a quatre JNM bi-innervées. Notez la similitude entre les points
observés et les points théoriques. b. Nuage de points montrant la relation entre I'Indices p
et I'Indice m des JNM présentées en (a). e. Nuage de points montrant la relation entre
I'Indice tp (Indice t X Indice p) et I'Indice m des mémes JNM présentées en (a) et en (b).
L’hypothese nulle que la droite expliquant le mieux ces données ail une pente = 1 et
intercepte 'axe des ordonnés a Indice tp = o n’a pas été rejetée (p = 0.9971, Test de I de la
somme des carrés Fxtra, I = 0.0029).

Ensuite, la Figure 3.12b montre la relation entre I'Indice p et I'Indice m aux
mémes JNM. 1l est intéressant de noté que, comme pour I'Indice t, I'Indice p diminue de
maniere parallele a I'indice m. Cela suggere que la p, des terminaison forte devient
graduellement supérieure a celle de la terminaison faible a mesure que le processus de

compétition progresse.

Finalement, puisque notre hypothese est que les différences de t et de p,
expliquent completement les différence de m, multiplié I'Indice t et 'Indice p (Indice tp)
devrait donner un nombre égale a I'Indice m (Indice m = Indice t X Indice p). En effet,
la Figure 3.12¢ montre que toutes les JNM ont une relation entre leur Indice tp et leur
Indice m se rapprochent grandemment de la droite ayant une pente = 1 (Indice tp =
Indice m). L’hypothese nulle que la droite de meilleur ajustement ait une pente = 1 et
intercepte 'axe des ordonnés a Indice tp = o n’a pas été rejetée (p = 0.9971, Test de I de
la somme des carrés Lxtra, F = 0.0029). De plus, cette droite de meilleur ajustement a un
R” = 0.97, ce qui signifie que g7% de la variance de I'Indice m est expliquée par 'Indice
tp ('Indice m est considéré ici comme la variable dépendante, malgré le fait qu’il soit

tllustré sur 'axe des abscisse pour simplifier la présentation).

Ces résultats sont extrémement convaincant et la divergence des points de la
droite ayant une pente = 1 est minime considérant la variété de techniques expérimentales
(enregistrement physiologiques et imagerie confocale) et d’analyses (adaptation de
I'équation de Dobrunz et Stevens et extraction des mesures de couverture territoriale)

ulilisées, qui introduisent tous un certain niveau d’erreur dans les données.



Ensemble, ces données suggerent fortement (1) que le postulat selon lequel la d,,
des terminaisons faibles et fortes est égale et constante au cours du processus de
compétition synaptique est vrai, (2) que I'équation de Dobrunz et Stevens explique la
relation entre la F et la p, des terminaisons étudiées, (3) que l'adaptation de cette
équation a été fait de maniere adéquate et (4) que les différences de couverture territoriale
et de probabilité de relache expliquent completement les différences de force synaptique

aux JNM bi-innervées lors du processus de compétition synaptique.

3.5 Régulation de la couverture territoriale et de la probabilité

de relache

Jusqu’ici, nous sommes parvenus a répondre a toules les questions que nous
avions initialement soulevées concernant le développement d’outils afin de mieux étudier
le processus de compétition et d’élimination synaptique. Les réponses que nous avons
apportées a ces (uestions nous ont d’abord permis de déterminer la probabilité de
relache relative des terminaisons en compétition aux JNM étudiées. Nous avons ensuite
utilisé ces données afin de montré que les différences de m étaient entierement
déterminées par les différences de couverture territoriale et de probabilité de relache,
répondant ainsi a la premiere de notre deuxieme série de questions. Dans la présente
section, nous explorerons la seconde question de cette série, soit la dynamique des

changements dans les rapports de t et de p, au cours du processus de compétition.

La Figure 3.13a montre la relation entre 'Indice t et I'Indice m des 19 JNM pour
lesquelles les propriétés synaptiques ont été enregistrées. L'indice t des terminaisons
pour lesquelles la t n’a pas été observée a été déterminé de la maniere présentée
précédemment (Figure 3.10). La Figure Figure 3.13b montre la relation entre I'Indice p et
I'Indice m pour ces mémes JNM. Dans les deux nuages de points, les symboles de losange
représentent les JNM ou la terminaison faible avait une t supérieure a la terminaison
forte, mais une p,, inférieure. A I'inverse, les symboles carrés représentent des JNM ou la
terminaison faible avait une p, supérieure a la terminaison forte, mais une t inférieure.
Il est intéressant de noter que, puisque ces deux parametres définissent entrierement

I'Indice m, si un point se retrouve au dessus de 1 sur I’axe des ordonnés dans un des deux
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Figure 3.13. Dynamique de la régulation de la couverture territoriale et de probabilité
de relache.

a. Relation entre I'Indice t et I'Indice p des 19 JNM pour lesquelles les propriétés
synaptiques ont été enregistrées. Les points de couleur représentent les JNM ou la t a été
observée, alors que les points en gris représentent les JNM ou la t a été calculée de la
maniere présenté a la Figure 3.10. Les symboles carrés représente des JNM ou la
terminaison faible a une p, supérieure a celle de la terminaison forte (voir en b). Les
symboles losanges représentent les JNM ou la terminaison faible a une t supérieure a celle
de la terminaison forte. b. Relation entre I'Indice p et I'Indice m pour les mémes JNM qui
sont montrées en (a). Les codes de couleur et de forme des symboles sont les mémes que
pour le panneau (a). Notez la grande variabilité dans le rapport de t et de p lorsque le stade
de la compétition est relativement peu avancé (Indice m > 0.5).
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graphiques, son point associé¢ dans I'autre graphique se retrouvera nécessairement sous

la droite ayant une pente = 1.

L’observation générale la plus évidente est que les terminaisons faibles ont une
probabilité beaucoup plus élevée de voir un de leurs parametres synaptiques (t ou py,)
étre supérieure a celui de la terminaison forte lorsque le stade de la compétition est
relativement peu avancé (Indice m > 0.5). Lorsque la compétition est plus avancée (Indice
m < 0.5), une seule terminaison faible sur 10 a une propriété synaptique supérieure a sa

compétitrice (ici, la p,; carré gris ayant un Indice p d’environ 1.35, Figure 3.13b).

Ensembles, ces données montrent une grande variabilité dans les propriétés
synaptiques des terminaisons lors du stade initiale de la compétition (Indice m > 0.5). Par
contre, lorsque la compétition est plus avancée (Indice m < 0.5), la variabilité diminue et
les terminaisons fortes ont généralement des propriétés synaptiques (t et p,) supérieures
a celles des terminaisons faibles. Celte tendance semble aller en s’accentuant a mesure
que la compétition progresse. Finalement, ces données suggerent que lat et la p, des
terminaisons en compétition subissent toutes deux une régulation dynamique tout au

long du processus de compétition synaptique.

3.6 La probabilité de relache et la couverture territoriale

déterminent conjointement la force synaptique

Dans les sections précédentes, nous avons montré que les différences de t et de
pn expliquaient entierement les différences de m des terminaisons en compétition aux
JNM bi-innervées. Ensuite, nous avons montré que la variabilité de la t et de la p,, entre
les terminaisons ¢étaient élevée lors du stade intiale de la compétition (Indice m > 0.5) et

que cette variabilité diminuait progressivement au cours de ce processus.

Puisque I'ampleur de la régulation de la t et la p, pourraient différer lors du
processus de compétition, nous avons voulu la quantifier. La Figure 3.14 montre

I'ampleur relative des différences de t et de p, a chacune des JNM étudiées. La valeur

. . . Ap . . o, , ., .
¢tablie corespond au ratio —=. Chacun de ces ratios (Ap el At) a é1¢ déterminé sans tenir

96



22At o

2At | *

Av2 | e

A4 °

At/6 -

At/8 -

Av/10

1
o

At/132 —

0.00 0.I25 0.I50 0.l75 1.00

Indicem
Figure 3.14. La régulation de la probabilité de relache et de la couverture territoriale
semblent participées conjointement a la détermination de la force synaptique tout au

long du processus de compétition.

Nuage de points montrant lampleur relative des différences de p, et de t aux 19 JNM
enenregistrées en fonction de I'Indice m. Les points de couleur représentent les JNM ou la
t a é1é observée, alors que les points en gris représentent les JNM ou la t a été calculée de
la maniere présenté a la Figure 3.10. Les symboles carrés représente des JNM ou la
terminaison faible a une p, supérieure a celle de la terminaison forte (voir Figure 3.13).
L’hypothese nulle que la droite de meilleur ajustement expliquant la distribution des points
a une pente = o et croise I'axe des ordonnées a Ap = At n’a pas été rejetée (p = 0.26, Test de
I de la somme des carrés Fxira, F = 1.463).

compte de quelle terminaison étaient la plus forte (voir méthodologie). 11 s’agit done dun
ratio de l'ampleur absolue des différences. Ce ratio permet donc de visualiser
I'importance relative de la régulation de la p,, et de la t a différents moments du processus

de compétition.
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Deux questions distinctes nous intéressaient par rapport a ces données. D’abord,
de savoir si 'une des propriétés synaptiques était régulée de maniere plus importante
que l'autre et, ensuite, de savoir si cetlte importance relative fluctuait au cours du
processus de compétition. Nous avons d’abord tenter de déterminer quel modele
s’ajustait le mieux a nos données entre une droite et une courbe polynomiale de second
degrée. L’hypothese nulle que le modele le plus simple (la droite) était adéquat n’a pas
été rejetée (p = 0.34, Test de I de la somme des carrés Lixtra, F = 0.9622). Nous nous
sommes ensuite demandé si I'hypothese la plus simple, soit que cette droite possede une
pente = o et croise 'axe des ordonnés a Ap = At, était adéquate. Cette hypothese nulle n’a

pas été rejetée (p = 0.26, Test de IF de la somme des carrés Lxtra, F = 1.463).

Le fait que la pente de la droite de meilleur ajustement soit nulle suggere que
I'importance relative de la régulation de la t et de la p, ne fluctue pas au cours du
processus de compétition. De plus, le fait que cette droite de pente = o croise I'axe des
ordonnés a Ap = At suggere que la régulation de la t et de la p, ont une importance
équivalente dans la détermination des différences de m. Par contre, il existe des limites

importantes a cette analyse. Celles-ci seront explorées lors de la discussion.



4 Discussion

La compétition synaptique est un processus fondamental du développement du
systeme nerveux qui permet la mise en place de circuits neuronaux fonctionnels et
fiables. Les processus qui le sous-tendent sont multiples et complexes. De plus, leur
¢tude dans le SNC est compliquée par la taille et 'accessibilité réduites des structures
d’intéret. Par contre, la JNM offre un environnement favorable qui permet la mise en

place de conditions expérimentales robuste ou ces processus peuvent étre sondés.

La caractérisation des différentes voies de signalisations impliquées dans le
déroulement de la compétition synaptique a la JNM, de la source a I'effet sur la cible,
permettrait de mieux comprendre la physiopathologie de plusieurs maladies
neuromusculaires. De plus, elle permettrait d’améliorer significativement nos chances de
comprendre les processus correspondant au niveau du SNC en fournissant de nouvelles

hypotheses a tester.

Par contre, le développement de protocoles expérimentaux pour étudier la
compétition synaptique a la JNM demeure difficile. Comme nous 'avons vu dans les
sections précédentes, les processus qui influencent la compétition et les propriétés des
terminaisons sont interdépendants. Ainsi, 'incapacité de mesurer simultanément les

différentes propriétés synaptiques des terminaisons représente une contrainte majeure.

Les objectifs de ce projet de recherche étaient donce 1) de développer des outils
afin de mieux mesurer et caractériser les propriétés synaptiques des terminaisons en
compétition a la JNM en développement et 2) d’utiliser ces outils pour mieux comprendre
la dynamique de la compétition. Dans cette section, nous présenterons les implications

et les limitations de nos résultats.

4.1 Développement des outils et techniques

D’abord, il est important de remetire en contexte nos travaux. Comme nous
I’avons vu, plusieurs aspects de la compétition synaptique ont déja été étudiés. Le
processus a ¢té qualitativement décrit de maniere honorable. Par contre, di aux

limitations techniques, seulement un parametre était analysé a la fois. Par exemple,



cerlaines ¢tudes se sont penchées sur I'évolution de la taille relative des terminaisons en
fonction du temps tout en négligeant leurs propriétés physiologiques (Turney et
Lichtman, 2012; Walsh et Lichtman, 2003). D’un autre co6té, d’autres projets s’étaient
attardeés a I’évolution de la force relative des terminaisons en fonction du temps, tout en

al

négligeant I’évolution de leur rapport de taille (Colman et al., 1997; Kopp et al., 2000).

Bien entendu, il importe d’étre en mesure de mesurer ces différents parametres
de maniere simultanée si I'on espere un jour faire la lumiere sur les relations qui existent
dans leur régulation. Il est done pertinent de mettre I'emphase sur le caractere innovateur
de notre approche. En effet, non seulement celle-ci nous a-t-elle permis de mesurer
simultanément la force synaptique relative des terminaisons et leur rapport de couverture
territoriale, une combinaison d’observations n’ayant jamais été publiée auparavant, mais
elle a aussi permis de déterminer leur probabilité de relache relative. Ce type de mesure

a la JNM est tout a fait nouveau.

La combinaison de ces techniques permettra a 'avenir de déployer des protocoles
expérimentaux beaucoup plus robustes qui permettront de mettre en relation ces

parametres comme jamais auparavant.

4.1.1 La relation entre la facilitation et probabilité de relache

Notre premier résultat significatif est 'adaptation de I'équation de Dobrunz et
Stevens afin de décrire la relation entre la facilitation et la probabilité de relache. La
possibilité d’effectuer une estimation convaincante du ratio de probabilité de relache des
terminaisons synaptique a une méme JNM représente une avancée significative. Par
contre, la technique que nous décrivons pour y arriver repose sur un certain nombre de

postulats que nous jugeons pertinent de clarifier.

D’abord, nos résultats ont été obtenus en utilisant la technique de la diminution
du contenu quantique par changement de milieu ionique. Il est intéressant de tenter de

comprendre comment cela pourrait les avoir influencés.

Comme nous 'avons vu, une diminution de la probabilité de relache déplace le
9

point décrivant la relation entre le contenu quantique et la facilitation vers la gauche le
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long de la courbe décrite par I’équation de Dobrunz et Stevens, mais le point ou cette
courbe croise I = 1 (f;) n’est pas déplacée. En effet, comme le démontre la Figure 3.7, un

déplacement de f,, est observé lorsque le nombre de sites de relache est modifié.

Dans un environnement ionique normal, les terminaisons ont des contenus
quantiques supérieurs a 40-50 (Tremblay et al., 2017). Puisque dans ces conditions elles
ont aussi des niveaux de facilitation supérieurs a 1, cela implique que leur f, est d’au

moins 40-50 en situation normale.

La f,, des courbes décrivant la relation entre le contenu quantique et la facilitation
(Figure 3.10) dans les conditions de basse probabilité de relache (environnement ionique
modifié) sont significativement inférieures au contenu quantique dans les conditions
normales (moins de 1). Cela implique que la modification de I'environnement ionique

, . C e s . -
n’entraine pas seulement une diminution de la probabilité de relache moyenne de ces

terminaisons, mais aussi une diminution de leur nombre de sites de relache actif.

Ainsi, la validité des résultats que nous avons obtenus repose sur le postulat que
le ratio du nombre de sites de relache des terminaisons en compétition est équivalent
avant et apres le changement d’environnement ionique. Bien que [altération de
I’environnement ionique soit une technique utilisée depuis tres longtemps pour évaluer
le contenu quantique relatif des terminaisons (Del Castillo et Engbaek, 1954; Del Castillo

et Katz, 1954b; Del Castillo et Stark, 1952), certaines questions demeurent.

D’abord, il serait intéressant d’étudier la maniere dont la facilitation et le contenu
quantique varient a une méme terminaison lorsque I'environnement ionique est modifié.
Ces résultats permettraient de mieux comprendre I'effet des changements de milieu
tonique sur la régulation de la probabilité de relache et du nombre de sites de relache,
respectivement. De plus, il serait intéressant d’effectuer ce genre de manipulation a des
JNM bi-innervées afin de valider que le ratio du nombre de sites de relache demeure

constant.
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4.1.2 La densité de sites de relache

Une autre observation significative est celle que le ratio de couverture territoriale
prédit par notre détermination analytique de la probabilité de relache était pratiquement
identique a celle observée a I'aide des marquages FM. Une des interprétations que nous
avons tirée de ces résultats est que cela supportait ’hypothese que la densité des sites de
relaches était similaire et constante entre les différentes terminaisons. Par contre, il est

convenable de mettre cette interprétation en perspective.

D’abord, il est nécessaire de considérer que la distance habituellement observée
entre les sites de relache a la JNM est similaire a la taille de la PSF moyenne observée sur
notre systeme (voir méthodologie). Ensuite, il est plausible de supposer que seulement
les sites de relache actifs seront marqués lors de notre intervention. Ensemble, ces points
soutiennent I'idée que la taille observée par marquage FM est une taille fonctionnelle
directement proportionnelle au nombre de sites de relache, car seuls les endroits de la
terminaison participant a la relache sont marqués. Ainsi, il serait possible de soutenir

. . . : .
que I'observation du marquage FM nous renseigne mieux par rapport au nombre de sites
de relache de la terminaison que par rapport a sa structure morphologique ou a sa densité

8

de sites de relache.

Il est intéressant de noter que le fait d’accepter cette interprétation implique que
nos résultats ne dépendent plus de 'acceptation du postulat de la densité égale et
conslante des sites de relache. En effet, dans ces conditions, nos observations sont plus
adaptées au modele m =n X p qu’au modele m = d,, X t X p. Par contre, I'avantage de
mesurer plus directement le nombre de sites de relache vient au prix d’accepter que notre

connaissance de la couverture morphologique réelle soit diminuée.
4.2 Application des outils et techniques

4.2.1 Taille morphologique, taille fonctionnelle et incertitude

Bien que les considérations de la sous-section précédente n’affectent en rien la
validité de notre analyse, elles mettent tout de méme en lumiere I'importance de la

distinction entre les couvertures territoriales fonctionnelle et morphologique. Cette
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question est pertinente d’un point de vue conceptuel, mais aussi expérimental. En effet,
plusieurs études se sont basés sur le postulat que la taille morphologique des
terminaisons était un proxy fiable de ’état de la compétition (par exemple, voir Brill et al.
(2016)). Quant a eux, nos résultats montrent que la taille fonctionnelle peut souvent
donner une perception extrémement erronée de l'indice de force synaptique entre les
terminaisons, particuliecrement lorsque celui-ci est de plus de 0.5. Ces résultats mettent
en lumiere I'importance de mesurer simultanément les différentes propriétés

synaptiques des terminaisons afin d’avoir un portrait juste de 1’état de la compétition.
ynaplq I J I

Ainsi, il sera intéressant d’étudier la relation qui existe entre la taille fonctionnelle
et la taille morphologique des terminaisons et de comprendre si elle correle avec les
autres parametres synaptiques. Ce type d’expérience apporterait une compréhension

nouvelle de 'organisation des sites de relache au sein d’une terminaison.

Drailleurs, nous avons entrepris de mettre en place un projet de recherche qui
permettra d’étudier cette relation au niveau ultrastructural. Le protocole expérimental
est extremement similaire a celui des expériences de marquage FM présentées dans ce
mémoire. Par contre, les FM sont remplacés par de la peroxydase de raifort (HRP) qui
permet le marquage des vésicules synaptiques a la 3,3’-diaminobenzidine (DAB). Ces
tissus sont ensuite préparés pour observation a 'aide d’un microscope électronique. Ce

type d’expérience sera extrémement important pour faire le lien entre les parametres

synaptiques fonctionnels des terminaisons et leurs parametres morphologiques.

4.2.2 Probabilité de relache et nombre de sites de relache

Nos résultats soutiennent l'idée que le ratio de force synaptique entre les
terminaisons est établi aussi bien par les différences de couverture territoriale (nombre
de sites de relache) que de probabilité de relache. De plus, I'influence relative de ces

deux parametres resterait constante au long de la compétition.

Bien que ces résultats soient intéressants, la variabilité observée indique qu’il
faudrait augmenter significativement le nombre d’observations afin d’étre en mesure
d’obtenir des résultats robustes. Néanmoins, ces données permettent de meltre en

lumiere le type d’analyse que les outils développés ici pourront permettre. En effet, il est
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intéressant de se rappeler que, selon l'interprétation choisie, chaque point de ces
graphiques permet de considérer I'ensemble des propriétés synaptique des deux
terminaisons en compétition a une JNM. Le pouvoir explicatif de telles expériences sera
immense lorsqu’il sera inclus au sein d’une étude plus étendue ayant un pouvoir

statistique supérieur.

4.2.3 Régulation de la structure morphologique

Un des aspects extrémement intéressants de la compétition synaptique est la
maniere dont la morphologie des terminaisons est régulée. 1l s’agit évidemment d’une
question complexe qui doit considérer plusieurs facteurs. En effet, ce genre de régulation
dépend a la fois de mécanismes internes et externes a la terminaison. Du c6lé interne, on
peut penser a tous les mécanismes qui seront impliqués dans la gestion de la dynamique
du cytosquelette. Du co6té externe, il y aura toutes les voies de signalisations qui pourront
étre détectées a Pinterface cellulaire. Evidemment, les systemes responsables de la
détection de ces signaux subissent eux-mémes une régulation stricte. Un niveau de
complexité supplémentaire s’ajoute lorsque 'on considere I'interrelation possible entre
la régulation de la morphologie et de la physiologie synaptique des terminaisons. Par
contre, des techniques expérimentales comme celles présentées ici permettront de mettre
sur pied des protocoles afin d’évaluer I'influence du blocage de mécanismes cibles sur
chacun des parametres cellulaires. Ces expériences permettront sans doute de mieux
caractériser quels parametres sont affectés par le blocage de ces voies, qui pourront

éventuellement étre finement disséquées.

Plusieurs hypotheses a tester sont d’ailleurs déja sur la table. Des voies de
signalisation comme celle du BDNF sont des candidats de choix (Darabid et al., 2014; Je
et al., 2012; Je et al., 2013). Notre laboratoire a récemment montré que les CSP sont en
mesure de préférentiellement augmenter le contenu quantique des terminaisons les plus
fortes selon un mécanisme qui dépend du Ca™ et des récepteurs purinergic P2Y1, ce qui
influencait I'issu de la compétition (Darabid et al., 2018). Ainsi, ces résultats soutiennent

que cette régulation par les CSP pourrait étre reliée a des changements territoriaux.

Fait intéressant, de récentes découvertes ont révélé 'importance du clivage

dépendant de I'activité du proBDNF en BDNF mature (mBDNF) sur la rétraction et la
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stabilisation des terminaisons nerveuses, respectivement (Je et al., 2012; Je et al., 2013;
VanSaun, Humburg, Arnett, Pence et Werle, 2007). Ce clivage est médié par les enzymes
de la matrice extracellulaire métalloprotéinase 3 et g (MMP3 / g) (Je et al., 2012; Je et al.,
2013), qui se sont révélées étre étroitement associ¢es aux CSP (VanSaun et al., 2003;
VanSaun et al., 2007). En outre, les CSP sont considérées comme des candidats de choix

pour la relache ou la modulation de I'activité des MMP (Darabid et al., 2014).

L’étude des CSP est intimement liée a celle de la régulation des changements de
territoire des terminaisons. En effet, ces cellules sont directement impliquées dans la
phagocytose des terminaisons en rétraction (Bishop et al., 2004). De plus, lors des
premiers stades de la compétition, elles sont en mesure de produire des prolongements
cellulaires qui pénetrent et phagocytosent des pans cellulaires entiers des terminaisons
(Smith et al., 2013). Les auteurs de cette étude soutiennent que le ciblage de ces
prolongements se produit de maniere aléatoire. Par contre, nous avons récemment
proposée qu’en raison de leur capacité a détecter Pactivité synaptique relative des
terminaisons et de cibler préférentiellement les plus fortes, les CSP pourraient aussi
développer la capacité d’effectuer un ciblage précis leurs prolongements (Darabid et al.,
2014; Darabid et al., 2018). Les expériences de microscopie électronique présentée dans
une sous-section précédente seront assurément en mesure de fournir de I'information

précieuse a cette égard.

De maniere intéressante, les travaux chez la mouche drosophile pavent la voie a
une meilleure compréhension des différentes voies de signalisation qui régulent le
cytosquelette (Long et Van Vactor, 2013; Menon, Carrillo et Zinn, 2013; Pollard, 2007).
Certaines études ont aussi permis d’établir des liens entre certaines de ces voies et le
niveau d’activité synaptique (Budnik, Zhong et Wu, 1990; Rieckhof, Yoshihara, Guan et
Littleton, 2003). Il sera intéressant d’explorer cette littérature afin de développer des

hypotheses testables dans notre modele expérimental.

Enfin, il sera essentiel de s’interroger sur (1) la maniere dont les différents
mécanismes de régulation de la 'expansion/rétraction des terminaisons sont liés entre

eux et (2) leur interaction avec des mécanismes tels que le remodelage du cytosquelette
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cellulaire, la constitution/stabilisation des zones actives et la régulation de libération de

neurotransmetteur.

4.2.4 Régulation de la probabilité de relache

La probabilité de relache d’une terminaison est un parametre central permettant
d’expliquer son comportement synaptique. Il est extrémement probable que tous les
mécanismes  impliqués dans sa régulation, dont certains ont ¢été mentionnés

précédemment, influencent aussi le processus de compétition synaptique.

L’adaptation de I'équation de Dobrunz et Stevens ouvre la porte a la mise en place
d’'une nouvelle catégorie de protocole expérimental qui permettra une meilleure

compréhension de sa régulation et de son influence dans le processus compétitif.
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Conclusion

Les résultats présentés dans ce mémoire constituent la premiere démonstartion
de la possibilité de mesurer simultanément l'intégralité des parametres ayant une
influence sur le comportement synaptique d'une terminaison, soit la force synaptique, la
probabilité de relache et la couverture territoriale/nombre de sites de relache. 1l s’agit
d’une étape importante pour toute la communauté impliquée dans la recherche sur la

synaptogenese.

Le premier point marquant de ce travail est 'adaptation de I'équation de Dobrunz
et Stevens. Bien que certaines validations restent a faire, il s’agit d’une avancée
conceptuelle significative. La possibilité de déterminer le ratio de probabilité de relache
entre les terminaisons en compétition a une méme JNM représente une innovation

significative.

Un second point marquant est la démonstration que la connaissance du ratio de
force synaptique et de prbabilité de relache permettait de déduire assez précisément le
ratio de taille fonctionnelle d’une terminaison, une mesure relié a son nombre de sites
de relache. Ainsi, une généralisation de cette regle est que la connaissance précise et
simultanée de deux de ces parametres permet de trouver le troisiecme. Bien que cette
conclusion était déja prédite par la théorie, il s’agit d’'une démonstration importante qui
permettra de construire des bases solides pour des études subséquentes. Idéalement,

d’autres laboratoires répliqueront ces résultats.

Finalement, nos observations mettent en lumiere le danger de se fier a un seul
parametre (par eemple, la couverture territoriale) afin de tirer des conclusions concernant
la terminaison qui sera éventuellement maintenue. En effet, nos données montrent
clairement le manque de corrélation entre les ratios de force synaptique et ceux de
probabilité de relache ou de couverture territoriale lors des stades plus précoce de la

L o . . g - . .
compétition. 1l s’agit d'une le¢con importante a considérer aussi bien dans I'élaboration

de projets futures que dans I'interprétation de travaux déja publiés.
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Annexe | — Code source du plugiciel de détermination des

seuils d’intensité

"Thresholding" - Image] Macro

Author: Alexandre St-Pierre-See
Copyright, May 2017

The objective of this macro is to establish an unbiased threshold
seperating specific signal from background and non-specific signal.

cro "Thresholding Action Tool - C0a@L18f8L818f" {

// Identify and access the selected image.
var imgl = getImageID();
selectImage(imgl);

// Declare all needed variables and Initialize totalApprox to 0.

var min, max, range, newRange, stepNumber, increment, newIncrement, thisMax, startMax, endMax;
var preApprox, totalApprox, approx, preThresh, totalThresh, threshold;

totalApprox = 0;

// Get the min and max pixel values of the selected image.
getMinAndMax(min, max);
range = max - min;

// Present a dialog to the user asking him to select the Step number

// and select if image is considered to have high background or non specific labelling.
Dialog.create("Thresholding");

Dialog.addNumber("Step number", 20);

Dialog.addCheckbox("High background", false);

Dialog.show();

// Step number: Divide the range of the image pixel values in stepNumber bins of stepSize size.
// By default, Step number = 20.

stepNumber = Dialog.getNumber();

highBG = Dialog.getCheckbox();

increment = (range / stepNumber);

increment = floor(increment);

// Start with a clean list.
List.clear();
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Gets an approximation of the signal threshold (approx)
which will serve as input for the next steps of the algorithm.

This approx is the average of stepNumber initial pre-approximations.

The objective of each pre-approximation:
establish what would be the threshold of the signal if all pixels between
min and thisMax were considered background.

For each pre-approximation (done stepNumber times):
i) The minimum value is always the images' min pixel value.
ii) Set thisMax to min + (increment * 1i).
ie: If min = @, stepSize = 60, 1 = 3, then: thisMax = 180
iii) Run getApprox with min, thisMax and the selected image (imgl) as parameters.
See the getApprox(max, min, img) declaration lower.
iv) Add the result of this pre-approximation to all previous pre-approximations.

At the end of the algorithm, the cumulative of all pre-approximation will be divided by
stepNumber to establish the average approximation.
r (i =1; i <= stepNumber; i++) {

// ii)
// If this is the last pre-approximation, set thisMax to max.
// If not, set thisMax to min + (increment % 1i).
if (i == stepNumber) {
thisMax = max;
}
else {
thisMax = (i % increment) + min;

}

// 1iii)
// Get this pre_approximation.
preApprox = getApprox(thisMax, min, imgl);

//  iv)
// Add result of this pre-approximation to previous ones.
totalApprox = totalApprox + preApprox;

Once all pre-approximations are done:
Divide the cumulative pre-approximations by the number of pre-approximations
(finalApprox = average of all previous pre-approximations).
prox = totalApprox / stepNumber;

ii
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// Check if image is considered to have high background or non specific labelling.
if (highBG == true) {

// The image was considered to have high background or non specific labelling
// 1) Set the starting value to approx + ((max - approx)/2).

// 1) Set the ending value to max.

startMax = approx + ((max - approx) / 2);

endMax = max

}
else if (highBG == false) {

// The image was considered to have low background or non specific labelling.
// 1) Set the starting value to approx.

// 2) Set the ending value to approx + ((max - approx)/4).

startMax = approx;

endMax = approx + ((max - approx) / 4);

// 1) Calculate newRange and 2-3) establish newIncrement.
newRange = endMax - startMax;

newIncrement = (newRange / (stepNumber - 1));

newIncrement = floor(newIncrement);

// Establishes the threshold according to the determined approximation (approx).

// The procedure is essentially the same as with the determination of approx,

// but with the adapted starting (startMax), ending (endMax) and increment (newIncrement) values.
for (i = @; i < stepNumber; i++) {

// If this is the last initial approximation, set thisMax to endMax.
// If not, set thisMax to start + (increment * 1i).
if (i == (stepNumber - 1)) {

thisMax = endMax;

}
else {

thisMax = (i * newIncrement) + startMax;

// 1) Get this pre_approximation

// 2) Add result of this pre-approximation to previous ones
preThresh = getApprox(thisMax, min, imgl);

totalThresh = totalThresh + preThresh;

// Once all pre-thresholds are done: threshold = average of all previous pre-thresholds.
threshold = totalThresh / stepNumber;
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// 1) Select initial image.

// 2) Duplicate it (run).

// 3) Set thresholds according to the determined threshold (setThreshold).
// 3) Record the determined threshold for bookeeping (setResult).
selectImage(imgl);

var imglTitle = getTitle();

var threshTitle = imglTitle + "- Thresholded";

run("Duplicate...”, "title=&threshTitle");

var newImage = getImageID();

selectImage(newImage);

setThreshold(threshold, maxAll, "raw");

setResult("Threshold", nResults - 1, threshold);

Establishes an approximation of the signal threshold considering
all pixels between min and max are background.

The signal threshold approximation is the value which is two standard deviations
from the background mean intensity.

nction getApprox(thisMax, min, imgl) {

// Declare required variables.
var mean, stddev, approx;

// Access the selected image, create a copy and access this copy.
selectImage(imgl);

run("Duplicate...”, "title=new");

var newImage = getImagelID();

selectImage(newImage);

// Set the lower and upper thresholds of this copy image to min and thisMax.
setThreshold(min, thisMax, "raw");

// Restrict ensuing calculations to pixels within upper and lower thresholds.
List.setMeasurements("limit");

// Get the mean pixel value within established bounds.

// Get the standard deviation from the mean of pixel values within established bounds.
mean = List.getValue("Mean");

stddev = List.getValue("StdDev");

// The signal threshold approximation (approx) is considered to be anything
// which is over 2 standard deviations from background.
approx = (2 * stddev) + mean;

// Close the copy image and return approximation value.

close();
return approx;
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Annexe Il - Preuve: p, < p

(p,=kp - pyxp)
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spe e n
Par définition, f—l restera constant tant que n, sera constant.
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Annexe I — Publication Cell Reports

Lien vers copie en libre acces : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30463006
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